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resumo 
 
O desenvolvimento de equipamentos de descodificação massiva de
genomas veio aumentar de uma forma brutal os dados disponíveis. No
entanto, para desvendarmos informação relevante a partir da análise desses
dados é necessário software cada vez mais específico, orientado para
determinadas tarefas que auxiliem o investigador a obter conclusões o mais
rápido possível. 
É nesse campo que a bioinformática surge, como aliado fundamental da
biologia, uma vez que tira partido de métodos e infra-estruturas
computacionais para desenvolver algoritmos e aplicações informáticas. Por
outro lado, na maior parte das vezes, face a novas questões biológicas é
necessário responder com novas soluções específicas, pelo que o
desenvolvimento de aplicações se torna um desafio permanente para os
engenheiros de software. 
Foi nesse contexto que surgiram os principais objectivos deste trabalho,
centrados na análise de tripletos e de repetições em estruturas primárias de
DNA. Para esse efeito, foram propostos novos métodos e novos algoritmos
que permitirem o processamento e a obtenção de resultados sobre grandes
volumes de dados. 
Ao nível da análise de tripletos de codões e de aminoácidos foi proposto
um sistema concebido para duas vertentes: por um lado o processamento dos
dados, por outro a disponibilização na Web dos dados processados, através
de um mecanismo visual de composição de consultas. Relativamente à análise
de repetições, foi proposto e desenvolvido um sistema para identificar padrões
de nucleótidos e aminoácidos repetidos em sequências específicas, com
particular aplicação em genes ortólogos. 
As soluções propostas foram posteriormente validadas através de casos
de estudo que atestam a mais-valia do trabalho desenvolvido. 
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abstract 
 
The development of massive genome decoding equipment has increased
available data tremendously. Nevertheless, increasingly more specific software
is required to bring to light the relevant information from all of that data. The
software must be oriented towards certain tasks which assist the researcher in
reaching conclusions as quickly as possible. 
Thus, the field of bioinformatics appears as a fundamental ally of biology,
taking advantage of computational methods and infrastructures to develop
computer algorithms and applications. On the other hand, in most cases due to
new biological issues, it is necessary to respond with specific new solutions.
Therefore, developing applications is a permanent challenge for software
engineers. 
It was in this context that the main aims of this work emerge. They are
focused on analyzing triplets and repetitions in primary DNA structures. To this
end, new methods and new algorithms were proposed to allow results to be
processed and obtained from large volumes of data. 
A system was designed for two strands of analysis terms of codon triplets
and amino acids. On the one hand it processes data; on the other hand, it
makes the processed data available on the Web through a query builder
mechanism. As for analyzing repetitions, a system to identify repeated
nucleotide and amino acid patterns in specific sequences was proposed and
developed, particularly applied to orthologous genes. 
The solutions found were later validated through case studies which
attested the value of the contribution this work has made. 
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Capítulo 1 
1 Introdução 
A descoberta da organização das células, mais precisamente o seu interior, revolucionou 
por completo o mundo das ciências biológicas. Na sua constituição encontramos os 
cromossomas, que por sua vez são compostos por genes e estes por cadeias mais ou menos 
longas de DNA (Deoxyribonucleic Acid). Actualmente, equipamentos cada vez mais 
sofisticados descodificam estas cadeias, produzindo milhões de bytes de dados e 
alimentando sistemas que por sua vez os processam e os disponibilizam em diversas 
formas, com mais ou menos informação relevante. 
Desde a primeira sequenciação completa do genoma, do bacteriófago phiX174, em 1977 
[1], vários outros genomas foram já totalmente descodificados e anotados. Ao 
desvendarmos os genes que os constituem, tem-se verificado que existe um conjunto de 
genes que são mais ou menos semelhantes entre organismos e que dentro dos mesmos 
organismos, estes se apresentam mais ou menos expressos sob determinadas condições. 
Estes factores determinam características análogas entre espécies e entre organismos da 
mesma espécie. No ser humano, por exemplo, são responsáveis por características como a 
cor dos olhos, do cabelo ou a altura, mas também por aspectos negativos como a 
propagação de doenças genéticas entre gerações. 
Para além das doenças directamente ligadas a factores hereditários, os genes estão 
relacionados com doenças que surgem da conjugação destes com diversos factores 
ambientais, nomeadamente vírus, bactérias e agentes químicos. Por exemplo a doença de 
Kronn, é comprovadamente mais provável (cerca de duas vezes mais) de ocorrer em 
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indivíduos fumadores do que em não fumadores. No entanto, está também relacionada com 
factores hereditários, sem que os progenitores apresentem isoladamente um quadro clínico 
da doença [2]. 
Outras doenças têm origem em erros de transcrição originando mutações que podem 
manifestar-se através do surgimento de alterações no organismo, como por exemplo 
diversos tipos de cancro. Nesse campo, vários estudos têm contribuído para mostrar que os 
níveis de expressão dos genes diferem de acordo com o estado de desenvolvimento do 
organismo, com o seu estado de saúde e com as condições biológicas, fisiológicas e 
ambientais [2-3]. 
É um enorme desafio perceber os mecanismos que estão por detrás da origem da vida, bem 
como a sua manutenção, ou seja, perceber de que forma os organismos se mantêm vivos e 
quais os mecanismos de replicação e divisão celular que estão associados ao processo de 
crescimento e envelhecimento de cada ser vivo. 
O estudo da evolução dos organismos, desde os mais baixos até aos mais elevados na 
cadeia filogenética, é um desafio que se reveste de uma grande importância, mormente 
pelo facto de que o património genético dos diversos organismos é em grande parte 
partilhado. Através desses estudos podem tirar-se conclusões importantes no que diz 
respeito não só ao organismo humano, mas também relativamente a organismos mais 
próximos na cadeia evolutiva, assim como de organismos patogénicos para o homem. 
1.1 Enquadramento 
Actualmente a área da bioinformática, nomeadamente a concepção de aplicações 
informáticas criadas para obter mais conhecimento dos dados biológicos, reveste-se da 
maior importância pelo impacto que possíveis descobertas possam ter na saúde do homem. 
Cada vez mais, face ao gigantesco volume de dados disponível na área da genómica, é 
necessário desenvolver aplicações que trabalhem sobre conjuntos específicos de dados. 
Estas aplicações devem ter na sua génese respostas a questões biológicas, implementando 
algoritmos eficientes, que potenciem a obtenção de resultados em tempo útil. 
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Com a globalização da Internet na comunidade científica, nesta área em particular, 
facilmente estamos, num dado momento, a consultar uma base de dados no Japão, como no 
minuto seguinte estaremos em simultâneo a fazer o download de um genoma no outro lado 
do Atlântico e a fazer o alinhamento de duas ou mais sequências de DNA. 
As ferramentas de suporte à investigação na área da biologia actualmente disponíveis na 
Internet, a par da evolução permanente de outras tecnologias associadas, obrigam a uma 
actualização constante dos conhecimentos na área da bioinformática. Nesta área, os 
sistemas de informação especificamente preparados para satisfazer os requisitos do 
biólogo, marcam a diferença. Estes podem ser incluídos em projectos de âmbito mais 
alargado, acrescentando valor a sistemas já existentes, essencialmente devido ao facto 
destas serem ferramentas desenhadas para fins específicos, tornando-se mais eficazes. 
Desde há vários anos que se vem a investigar padrões existentes em genomas. Neste 
contexto, os tripletos de bases e de aminoácidos apresentam interesse particular devido ao 
facto de se saber que o ribossoma efectua a leitura da cadeia de mRNA (messenger 
Ribonucleic Acid) de três em três bases (tripletos ou codões). Essa leitura produz erros, 
sendo estes responsáveis pelo processo evolutivo mas também por algumas doenças graves 
[4]. 
Outro facto relevante está relacionado com a existência de sequências repetidas nos 
genomas. Os genomas dos eucariotas (como o humano) possuem no seu interior partes 
codificantes e partes não codificantes. Após a selecção da parte codificante, através de um 
processo designado por splicing [5], o orfeoma, a parte codificante, possui genes contendo 
sequências de repetição dos mesmos codões e por conseguinte dos mesmos aminoácidos. 
Como cada aminoácido é transcrito por mais do que um codão, o número de repetições de 
aminoácidos será naturalmente maior. Analogamente, se olharmos para o genoma 
completo, também iremos encontrar repetições mais ou menos longas. 
Vários autores mostraram que existe uma relação entre determinadas repetições de codões 
e de aminoácidos com várias doenças no homem, por exemplo diversos tipos de cancro e 
doenças neurodegenerativas, tornando-se por esse facto um tema de grande importância no 
contexto da saúde pública [6-11]. 
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1.2 Objectivos 
O objectivo central da presente dissertação é a concepção, desenvolvimento e avaliação de 
soluções computacionais, que respondam às várias questões biológicas apresentadas a 
seguir. 
1ª questão 
Sabendo por estudos anteriores, que o padrão nas associações de pares de codões 
consecutivos em determinados organismos (por exemplo Candida albicans) é 
distinto de um grupo de outros organismos genealogicamente próximos, terá esse 
comportamento ao nível de tripletos de codões/aminoácidos aumentado ou 
reduzido, aproximando-se dos outros organismos? 
A resposta a esta questão passa pelo desenvolvimento de algoritmos de análise de 
contextos de codões e respectivos aminoácidos e a sua aplicação a um grupo alargado de 
orfeomas de fungos. A importância deste tema está directamente relacionada com o facto 
de que esses organismos, patogénicos para o homem, são responsáveis por um grande 
número de doenças no ser humano. O estabelecimento de uma relação de causa/efeito entre 
determinados grupos de tripletos de codões pode contribuir para uma melhor compreensão 
da síntese proteica nestes organismos. Como resultado dessa relação, espera-se de alguma 
forma contribuir para o incremento do conhecimento nessa área, com benefício para a 
saúde pública. 
2ª questão 
Sabendo da existência de repetições de codões/aminoácidos nos genomas 
(associadas a determinadas doenças), terão essas repetições evoluído de uma forma 
homogénea ao longo da árvore filogenética, até ao Homo sapiens, ou pelo contrário 
terão sido reprimidas? 
Conforme foi referido anteriormente, essas repetições têm impacto na evolução dos 
organismos. Esse impacto revela-se essencialmente ao nível da saúde pública no ser 
humano, sendo responsáveis pelo surgimento de diversos tipos de cancro e de doenças 
neurodegenerativas. O estabelecimento de um paralelismo entre essas repetições no 
genoma humano e as repetições existentes em genes homólogos presentes noutros 
organismos (ortólogos), fundamenta a necessidade de exploração e de análise biológica das 
repetições. 
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Partindo dos pressupostos de que algo de relevante poderá estar por detrás das repetições, a 
resposta a esta questão obriga ao desenvolvimento de uma solução informática que 
implemente algoritmos específicos para suportar essa análise. A sua aplicação será feita, 
numa primeira análise, num caso de estudo de genes ortólogos de 8 organismos, desde 
Schizosaccharomyces pombe (ancestral) até ao Homo sapiens. Numa segunda análise, caso 
exista evidência biológica significativa, serão implementados algoritmos que permitam 
comparar os genes humanos com os genes ortólogos de um conjunto diversificado de 
organismos, constituindo um estudo mais alargado. 
1.3 Organização do documento 
O documento está organizado em sete capítulos. Cada capítulo, à excepção do primeiro e 
do último contém um sumário, que resume o conteúdo do capítulo. O primeiro capítulo 
dispensa a descrição, uma vez que se trata da própria introdução. 
No capítulo 2 são apresentados os fundamentos biológicos que estão na base do trabalho 
proposto. Inclui a contextualização do tema, desde as moléculas que são a base da vida até 
às proteínas, abordando questões relacionadas com a diferenciação entre espécies. 
O capítulo 3 resume o estado da arte no que diz respeito às metodologias, algoritmos e 
técnicas de análise de contextos de codões, análise de sequências e padrões de repetição, 
bases de dados biológicos e outros repositórios públicos disponíveis. 
No capítulo 4 apresenta-se o ciclo de vida de desenvolvimento do software que suporta a 
resposta à 1ª questão. Compreende as diversas fases de planificação e de desenvolvimento 
da aplicação. 
Analogamente, o capítulo 5 consiste na apresentação do ciclo de vida de desenvolvimento 
do software que suporta a resposta à 2ª questão. Compreende as diversas fases do 
desenvolvimento da aplicação. O capítulo está dividido em duas fases distintas, uma vez 
que a própria proposta de estudo inicial, assim o requer. 
Por sua vez, o capítulo 6 assenta na aplicação prática das aplicações desenvolvidas em 
casos de estudo concretos, que serviram de validação aos modelos e algoritmos 
desenvolvidos. 
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Por último, no capítulo 7, são apresentadas as conclusões do trabalho na sua globalidade, 
fazendo-se referência às áreas que poderão dar continuidade ao trabalho aqui apresentado. 
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Capítulo 2 
2 Fundamentos de biologia molecular 
2.1 Introdução 
Desde 1665, ano da publicação do livro “Micrographia” por Robert Hooke [12], que o 
nosso conhecimento sobre os seres vivos tem dado saltos significativos. No século XIX, 
Gregor Mendel deu início a uma revolução no campo da biologia, introduzindo o conceito 
de genética, sendo hoje universalmente reconhecida a importância dos seus estudos para a 
genética moderna [13]. 
Todos os organismos partilham no seu código genético as mesmas bases – Adenina (A), 
Citosina (C), Guanina (G) e Timina (T). Esta última, surge na forma de Uracilo (U) no 
RNA (Ribonucleic Acid), distinguindo-se por não possuir o grupo metil (CH3) 
relativamente à Timina.  
As bases azotadas são classificadas de acordo com a sua estrutura química em pirimidinas 
e em purinas, constituídas por um anel simples ou duplo respectivamente. Estas 
emparelham duas a duas, uma pirimidina com uma purina, formando uma cadeia dupla de 
ligações, conforme ilustrado na Figura 2.1. Adenina liga com Timina (ligação dupla) e 
Citosina com Guanina (ligação tripla) [14]. 
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Figura 2.1: As quatro bases que constituem o DNA e a relação de emparelhamento entre elas 
O DNA (Deoxyribonucleic Acid) de todos os organismos é constituído por nucleótidos 
dispostos numa dupla cadeia. Estes são substâncias físico-químicas compostas por bases 
azotadas, açúcar (desoxirribose) e fosfatos. O DNA resulta da combinação em sequência 
das bases azotadas ao longo dessa cadeia (por exemplo, TATAAGCCGGA). A ordem pela 
qual estas se encontram, especifica as instruções exactas necessárias para criar num 
organismo, as suas características únicas. 
O conjunto de todo o DNA presente no núcleo de uma célula de determinado organismo, 
designa-se por genoma. O menor genoma conhecido de um organismo de vida livre (uma 
bactéria), contém cerca de 160.000 pares de bases do DNA [15], enquanto que os genomas 
do humano e do rato tem cerca de 3 mil milhões de pares de bases [16]. 
A relação entre as quatro bases e a forma como estas estão dispostas ao longo da cadeia de 
DNA condicionam decididamente o processo de especiação. As alterações que ocorrem ao 
nível do DNA no sistema reprodutor, podem dar origem a mutações dentro de uma mesma 
espécie, ou em casos extremos, a novas espécies. Por outro lado, erros de descodificação 
por parte dos mecanismos de transcrição dos genes ou pelas interacções de agentes 
externos (por exemplo vírus), podem originar alterações significativas no organismo, 
provocando o aparecimento de doenças [17-19]. 
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2.2 A Célula 
A célula é a unidade fundamental de todos os sistemas vivos, que podem ser unicelulares 
ou pluricelulares. A multiplicação de organismos só é possível pelo processo de divisão 
celular, que faz com que os organismos herdem as características dos organismos que lhe 
dão origem. 
Entre as classificações existentes para os diversos organismos há que realçar a distinção 
entre os procariotas e os eucariotas, que reside principalmente na organização interna da 
célula (Figura 2.2). Essa diferença reside no facto de os seres procariotas, que incluem as 
bactérias e os arqueas, serem sempre unicelulares e de não possuírem núcleo definido. 
Além disso, nos organismos procariotas todo o DNA é codificante, enquanto que nos seres 
eucariotas grande parte do seu DNA não é codificante, constituindo o que se designa por 
intrões. A parte do DNA codificante designa-se por exões [5, 14] e resulta de um processo 
de separação complexo. 
 
Figura 2.2: Comparação entre a célula de um organismo eucariota e a célula de um organismo 
procariota 
(fonte: adaptado de http://www.windows2universe.org/earth/Life/cell_intro.html) 
Eucariota 
Procariota 
   Nucléolo           Mitocôndria 
 
           Núcleo    
 
 
 
 
 
 
          Retículo                           Ribossomas 
          endoplasmático         
   Nucleóide   
                             Cápsula 
 
 
 
 
                                      Flagelo 
                               Parede celular 
        Ribossomas         Membrana plasmática 
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As características partilhadas ao nível do património genético, por todas as espécies são de 
tal dimensão que é improvável que estas tenham evoluído de forma independente. 
Pequenas diferenças nos processos moleculares básicos permitem a distinção entre 
organismos unicelulares e pluricelulares. No entanto, todos os organismos conhecidos 
partilham o mesmo código genético e as mesmas características essenciais da replicação do 
genoma, expressão génica, reacções anabólicas e produção e utilização de energia [20]. 
Cromossoma 
Por sua vez, tanto os organismos procariotas como os eucariotas possuem cromossomas. 
Os cromossomas estão localizados no núcleo das células dos eucariotas, sendo o seu 
número constante em cada espécie, animal ou vegetal (Figura 2.3). 
 
Figura 2.3: Representação esquemática do cromossoma 
A título de exemplo, o DNA em cada célula humana está distribuído em 46 cromossomas 
organizados em 23 pares. Cada cromossoma humano é uma molécula independente de 
DNA que varia em comprimento, de cerca de 50 (cromossoma Y) a 250 milhões de pares 
de bases (cromossoma 1). 
Ao contrário dos organismos eucariotas, os procariotas possuem normalmente um só 
cromossoma, contendo todo o DNA do organismo. 
Gene 
Cada cromossoma contém vários genes, as unidades físicas e funcionais que definem a 
hereditariedade entre organismos. Os genes são sequências específicas de bases que 
codificam as instruções para a produção das proteínas. No Homo sapiens os genes 
Cromossoma 
DNA 
Gene
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compreendem apenas cerca de 2% do total do DNA (cerca de 30.000 genes) [21], sendo o 
restante DNA composto por regiões não codificantes, cujas funções podem incluir a 
garantia de integridade estrutural dos cromossomas e a regulação de onde, quando e em 
que quantidade, as proteínas são produzidas [22-23]. 
Proteína 
Embora os genes sejam elementos fundamentais, são as proteínas que executam as funções 
mais importantes no suporte à vida. As proteínas são moléculas grandes e complexas 
compostas por cadeias de pequenos compostos químicos - aminoácidos. Estas são 
necessárias para a estrutura, função e regulação das células do organismo, tecidos e órgãos. 
Cada proteína tem funções muito específicas, como, por exemplo, hormonas, enzimas e 
anticorpos. As propriedades físicas e químicas que distinguem os aminoácidos (elementos 
base da proteína) provocam o enrolamento da cadeia da proteína dobrando-a em estruturas 
específicas tridimensionais que definem as funções específicas de cada proteína na célula 
[24]. 
Ao conjunto de todas as proteínas numa célula é chamado o proteoma. Ao contrário do 
genoma, que é relativamente imutável, de segundo a segundo ocorrem alterações 
dinâmicas do proteoma em resposta aos sinais ambientais quer internos, quer externos à 
célula [25]. Estudos para explorar as estruturas e as actividades das proteínas, área 
conhecida como proteómica, são considerados prioritários nas próximas décadas e 
ajudarão a compreender os mecanismos que estão por detrás de diversas doenças [26]. 
2.3 Splicing 
O splicing é o processo pelo qual são removidos os intrões do genoma, resultando apenas 
nos exões em sequência. Neste processo um gene é transcrito numa cópia de cadeia única 
de RNA (Ribonucleic Acid) que é depois editado pela remoção de intrões originando o 
RNA mensageiro que é traduzido posteriormente numa proteína. Após a transcrição, os 
intrões são removidos do mRNA (Figura 2.4), através de um complexo proteico designado 
por spliceossoma. Este complexo reconhece sequências consenso, locais de corte, 
localizadas nas extremidades dos exões e intrões, e une os exões removendo os intrões [5]. 
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Figura 2.4: O processo de splicing simples 
(Fonte: adaptado de [5]) 
Estudos recentes vieram mostrar que o processo de splicing é bem mais complexo do que 
se pensava. Tem sido observado, designado como splicing alternativo, situações em que o 
transcrito primário de um determinado gene pode ser editado de vários modos. Por 
exemplo, um exão pode ser excluído do RNA mensageiro final ou não, o que leva à 
produção de dois RNAs mensageiros diferentes. Estes podem originar duas proteínas 
diferentes. 
2.4 Expressão Génica 
Grande parte do DNA dos organismos eucariotas não é codificante. No entanto, 
desempenha outras funções ao nível da estrutura do cromossoma e da expressão dos genes. 
O conjunto do DNA codificante de um organismo designa-se orfeoma, resulta da aplicação 
de splicing [27], e apresenta algumas características particulares. Cada gene tem 
comprimento múltiplo de 3 bases, organização que é compatível com a tradução de 3 em 3 
bases para aminoácidos. Cada um destes 3 conjuntos é designado por codão. Um gene 
começa com o codão ATG, o codão de iniciação principal, terminando com um dos codões 
de finalização - TAG, TGA, ou TAA. Tipicamente, uma sequência que começa com o 
codão ATG e termina com um codão de finalização é chamada de Open Reading Frame 
(ORF) [20]. 
No presente trabalho, em praticamente todos os estudos efectuados, utilizou-se o formato 
FASTA (Figura 2.5), em que cada gene é identificado pelo símbolo “>” seguido da 
identificação do gene, podendo conter de seguida nucleótidos ou aminoácidos. Assume-se 
que o codão de iniciação é ATG, pelo que todos os genes iniciados por outro codão não são 
considerados. 
Exão 1 Intrão 1 Exão 2 Intrão 2 Exão 3 5’ 3’ DNA 
Transcrição 
RNA 
Transcrito primário 
Exão 1 Intrão 1 Exão 2 Intrão 2 Exão 3 
Exão 1 Exão 2 Exão 3 RNA 
mensageiro 
Splicing 
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Figura 2.5: Exemplo típico de um gene representado no formato FASTA 
Os genes desempenham funções específicas, conforme são mais ou menos expressos e 
determinam, por exemplo, a cor da pele, a cor dos olhos, a cor do cabelo, entre outros. 
Associado aos genes estão características hereditárias dentro de uma espécie, entre 
organismos, passando essas características para os descendentes [20]. 
Embora um determinado gene esteja presente em todas as células de um organismo, é o 
nível de expressão do gene que define se uma determinada função está presente ou não, 
através da produção em quantidades diferenciadas de determinadas proteínas [28]. 
2.5 Dogma Central da Biologia 
O Dogma Central da Biologia centra-se em três aspectos principais: replicação, transcrição 
e tradução. Como o DNA não dá directamente origem a proteínas, este tem de ser 
primeiramente transcrito em mRNA, constituindo-se assim como um intermediário na 
síntese proteica (Figura 2.6). 
O dogma central da biologia molecular é um conceito que ilustra os mecanismos de 
transmissão e expressão da herança genética depois da descoberta da codificação desta na 
dupla hélice do DNA. Pressupõe que o processo de expressão é unidireccional. No entanto, 
já estão comprovadas algumas excepções de transcrição reversa, como, por exemplo, as 
infecções por retrovírus [29]. 
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Figura 2.6: Dogma central da biologia 
(fonte: adaptado de [14]) 
2.5.1 Replicação de DNA 
A replicação é o processo pelo qual as informações contidas na molécula de DNA numa 
célula, são transferidas para as novas células. Como a célula se divide, o organismo cresce. 
Assim, atendendo a que cada cadeia de DNA contém a mesma informação genética, 
qualquer uma delas pode servir como modelo para as novas células. 
A replicação ocorre num único sentido da cadeia de DNA (5’ para 3’) uma vez que a 
enzima polimerase só consegue catalisar o crescimento de uma cadeia polinucleotídica 
nesse sentido, reduzindo ao mínimo a ocorrência de erros, que resultariam em mutações. 
No final do processo da replicação passam a existir duas cópias idênticas. As duas novas 
moléculas de DNA são parcialmente novas uma vez que metade da molécula de DNA 
original é conservada, pelo que o processo é chamado de semi-conservativo [14]. 
Nesse processo são formados os segmentos de Okazaki, que são porções de DNA contendo 
com um segmento de RNA na parte terminal 5' e que são criados na cadeia de finalização 
durante a replicação do DNA (Figura 2.7). O comprimento dos fragmentos de Okazaki é 
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variável, podendo ir das centenas de nucleótidos nos eucariotas até aos milhares nos 
organismos procariotas [30]. 
 
Figura 2.7: Replicação semi-conservativa 
(fonte: adaptado de http://naturalantiaging101.com/scientific_discoveries.html) 
O processo de replicação não está totalmente isento de erros. Doenças como a de 
Huntigton e a de Kennedy (Bulbar and Spinal Muscular Atrophy) são exemplos típicos da 
ocorrência de erros na replicação de DNA [6, 31]. O erro de replicação é designado por 
“replication slippage” e ocorre numa sequência repetida que se prolonga para além da 
sequência modelo. Quando a mutação ocorre numa região codificante, irão ser produzidas 
proteínas anormais, originando a doença [6]. 
2.5.2 Transcrição 
O processo de transcrição da cadeia de DNA para RNA e posteriormente a tradução para a 
respectiva proteína são processos complexos, nos quais os ribossomas desempenham um 
papel preponderante. A transcrição ocorre no núcleo da célula e consiste na produção de 
moléculas de mRNA a partir da molécula de DNA. Durante o processo de transcrição, a 
cadeia dupla helicoidal de DNA sofre desenrolamento e desnaturação, possibilitando deste 
modo a formação de duas cadeias simples de DNA, sendo uma delas usada como molde 
para a síntese do mRNA. 
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2.5.3 Tradução das Estruturas Primárias de DNA 
A tradução ocorre no citoplasma da célula e consiste na descodificação da mensagem, 
contida no mRNA, em aminoácidos, levando deste modo à síntese de uma proteína. A 
tradução inicia-se pela ligação da cadeia de mRNA à subunidade menor da máquina de 
tradução do DNA – o ribossoma (Figura 2.8) [14]. O ribossoma, efectua a leitura de três 
bases (codão) de cada vez, iniciando-se o processo quando a enzima responsável pela 
síntese proteica (Polimerase II) encontra um codão de iniciação e termina quando encontra 
um codão de terminação. Durante esse processo vai traduzindo os codões pelos respectivos 
aminoácidos, produzindo a proteína (Tabela 2.1). 
Tabela 2.1: Código genético - relação entre codões (mRNA) e os respectivos aminoácidos 
(Proteínas) 
  2ª Base   
  U C A G   
1
ª 
B
as
e 
U 
UUU (Phe/F) 
Fenilalanina UCU (Ser/S) Serina UAU (Tyr/Y) Tirosina 
UGU (Cys/C) 
Cisteína U 
3
ª B
ase 
UUC (Phe/F) 
Fenilalanina UCC (Ser/S) Serina UAC (Tyr/Y) Tirosina 
UGC (Cys/C) 
Cisteína C 
UUA (Leu/L) Leucina UCA (Ser/S) Serina UAA  (Stop) UGA  (Stop) A 
UUG (Leu/L) Leucina UCG (Ser/S) Serina UAG  (Stop) UGG (Trp/W) Triptofano G 
C 
CUU (Leu/L) Leucina CCU (Pro/P) Prolina CAU (His/H) Histidina CGU (Arg/R) Arginina U 
CUC (Leu/L) Leucina CCC (Pro/P) Prolina CAC (His/H) Histidina CGC (Arg/R) Arginina C 
CUA (Leu/L) Leucina CCA (Pro/P) Prolina CAA (Gln/Q) Glutamina 
CGA (Arg/R) 
Arginina A 
CUG (Leu/L) Leucina CCG (Pro/P) Prolina CAG (Gln/Q) Glutamina 
CGG (Arg/R) 
Arginina G 
A 
AUU (Ile/I) 
Isoleucina ACU (Thr/T)Treonina 
AAU (Asn/N) 
Asparagina 
AGU (Ser/S) 
Serina U 
AUC (Ile/I) 
Isoleucina ACC (Thr/T)Treonina 
AAC (Asn/N) 
Asparagina 
AGC (Ser/S) 
Serina C 
AUA (Ile/I) 
Isoleucina ACA (Thr/T)Treonina AAA (Lys/K) Lisina 
AGA (Arg/R) 
Arginina A 
AUG (Met/M) 
Metionina (Start) ACG (Thr/T)Treonina AAG (Lys/K) Lisina 
AGG (Arg/R) 
Arginina G 
G 
GUU (Val/V) Valina GCU (Ala/A) Alanina GAU (Asp/D) Ácido aspártico 
GGU (Gly/G) 
Glicina U 
GUC (Val/V) Valina GCC (Ala/A) Alanina GAC (Asp/D) Ácido aspártico 
GGC (Gly/G) 
Glicina C 
GUA (Val/V) Valina GCA (Ala/A) Alanina GAA (Glu/E) Ácido glutâmico 
GGA (Gly/G) 
Glicina A 
GUG (Val/V) Valina GCG (Ala/A) Alanina GAG (Glu/E) Ácido glutâmico 
GGG (Gly/G) 
Glicina G 
 
É durante esse processo que ocorrem erros, conforme referido anteriormente [32]. Alguns 
desses erros são responsáveis pelo surgimento de doenças [33], pelo que a transcrição e 
síntese proteica do DNA bem como os factores que induzem os erros são actualmente, 
 17 
 
 
desafios interessantes para a comunidade científica [34-35]. As mutações cumulativas 
resultantes de erros de descodificação de DNA, podem em situações de isolamento ao 
longo de milhares ou milhões de anos, dar origem a novas espécies, por alteração do 
genótipo inicial [36-37]. 
A degeneração do código genético deriva do facto de 61 codões codificarem 20 
aminoácidos (Tabela 2.1) e permite a síntese de proteínas idênticas de mRNAs mas com 
estruturas primárias bastante diferentes. Esse enviesamento na utilização de codões 
sinónimos está directamente ligada à abundância de tRNA (moléculas portadoras dos 
aminoácidos), aos efeitos dos contextos de pares de codões, ao peso que a combinação de 
GC tem no genoma, à força das interacções entre o codão e o anticodão (codão do tRNA, 
complementar ao codão que codifica a proteína), replicação do DNA, erros de transcrição e 
tradução do mRNA entre outros [38-42]. 
Os efeitos do contexto de codões, sugerem que pares de codões são reguladores 
importantes da precisão e velocidade da tradução do mRNA. No entanto, os pares de 
codões podem não reflectir o enviesamento total imposto pela máquina de tradução da 
estrutura primária do mRNA. Essa lacuna ao nível do enviesamento pode dever-se ao facto 
do ribossoma ler 3 codões de cada vez no momento da descodificação, ou seja, são lidos 
pelo ribossoma os codões das posições A, P e E (A de Aminoacil, P de Peptidil  e E de 
Exit), conforme ilustrado pela Figura 2.8 [4, 43]. 
Tanto em procariotas como em eucariotas, a estrutura e função dos ribossomas é bastante 
semelhante. Em ambos os organismos, os ribossomas são formados por duas subunidades 
principais, uma mais pequena que a outra, que se juntam para formar o ribossoma 
completo. A subunidade pequena funciona como uma mesa base na qual os tRNA’s podem 
ser correctamente associados aos codões do mRNA. A subunidade grande catalisa a 
formação da ligação péptica entre os diversos aminoácidos à medida que estes vão sendo 
adicionados, formando assim o péptido (figura 2.8). 
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Figura 2.8: Esquema da descodificação efectuada pelo ribossoma sobre três codões a cada 
momento 
(fonte: adaptado de http://www.historyoftheuniverse.com) 
Quando o ribossoma não se encontra a sintetizar activamente proteínas, as suas 
subunidades estão separadas. No momento da síntese proteica as subunidades constituintes 
do ribossoma juntam-se sobre uma molécula de mRNA, junto à extremidade 5’ [14]. 
O A e P estão directamente envolvidos na selecção de aminoacil-tRNA (aa-tRNA) e 
translocação. Por esse motivo, é expectável que os contextos de pares de codões 
influenciem a precisão da síntese proteica. Do ponto de vista estrutural, o papel do codão 
da posição E, não é claro, no que diz respeito à velocidade e precisão na descodificação do 
mRNA [44]. No entanto, a ocupação do local E deverá ter influência na precisão da 
descodificação influenciando a afinidade do codão na posição A durante a selecção do  
aa-tRNA seguinte [43, 45-46]. 
O codão na posição E deverá representar mais do que meramente uma saída para o local do 
tRNA desacetilado no ribossoma. Assim, os codões presentes no ribossoma nos locais A, P 
e E deverão desempenhar um papel importante na precisão e eficiência da tradução do 
mRNA [47]. Se assim for, à semelhança do que acontece nos contextos de pares de codões, 
os contextos de tripletos de codões também devem sofrer um enviesamento. 
Esta hipótese é suportada por estudos que comprovam que a deslocação efectuada pela 
máquina de descodificação, envolve mais de dois codões consecutivos [48-49]. 
Proteína 
(cadeia de aminoácidos) 
mRNA 
Ribossoma
E  P  A 
5’        3’ 
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2.6 Sumário 
Este capítulo centrou-se numa descrição breve sobre a célula e os seus componentes 
moleculares principais. A abordagem limitou-se essencialmente aos aspectos mais 
relevantes para o trabalho aqui desenvolvido. 
Pretendeu-se assim, apresentar os principais conceitos da biologia celular e molecular, 
fundamentais para compreender os problemas levantados no início deste projecto de 
doutoramento, bem como para enquadrar a abordagem proposta e os resultados obtidos. 
Por outro lado, por não ser o domínio de especialidade fundamental deste doutoramento, 
procurou-se que a abordagem fosse breve e centrada nos aspectos principais deste trabalho. 
Descreveu-se o código genético, a degeneração, o impacto dos erros de tradução de 
proteínas, abrindo caminho para a motivação em estudar a associação de tripletos e de 
sequências repetitivas. 
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Capítulo 3 
3 Metodologias de Análise de Dados Biológicos 
3.1 Introdução 
Com a democratização da utilização da Internet, a disponibilização e acesso alargado a 
bases de dados on-line, passou a ser um dos aliados fundamentais para o avanço do 
conhecimento nas áreas da genómica e da biologia. Tornou-se possível a partilha de 
estudos, dados e informação, num espaço sem fronteiras [50]. Simultaneamente, assistiu-se 
ao surgimento de metodologias de pesquisa de informação biológica relevante, cada vez 
mais baseadas na Internet. 
Ao mesmo tempo que se assistia ao desenvolvimento das tecnologias de sequenciação dos 
genomas, investigadores nas áreas das ciências da computação desenvolviam algoritmos 
cada vez mais eficientes na procura constante de métodos que auxiliassem os biólogos. 
O alinhamento global e local de sequências genómicas, se já no início da descodificação de 
genomas despertou a atenção dos investigadores, com a revolução tecnológica ocorrida nos 
últimos 20 anos, o interesse nesse campo tornou-se ainda mais evidente. À facilidade em 
obter dados on-line, associou-se as potencialidades do hardware assim como a 
implementação dos algoritmos que até então tinham sido concebidos para análise e 
comparação de sequências de texto. 
Esses algoritmos ainda hoje são a referência para a maior parte das aplicações disponíveis 
quer estas sejam baseadas na Web, quer sejam aplicações standalone. No entanto, face à 
exigência computacional para o volume de dados disponível, as soluções por “Brute force” 
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tornaram-se praticamente impossíveis de utilizar na análise e detecção de padrões em 
sequências genómicas, levando à implementação de algoritmos mais eficientes, com 
recurso à programação dinâmica, assim como a outros métodos baseados em árvores e 
tabelas de sufixos que se têm-se mostrado eficientes [51]. 
Recentemente foi apresentado em [52] um método inovador, que se afirma com um 
desempenho superior aos algoritmos implementados até à data. Recorrendo a métodos 
híbridos que combinam as tabelas de hash em diferentes fases de execução com 
refinamentos sucessivos, excluindo dados redundantes com recurso a técnicas de pruning  
que, segundo os autores, lhe confere uma diminuição do tempo de execução.  
Constata-se portanto, que estamos perante uma área extremamente competitiva, em que o 
crescente volume de dados actual desafia permanentemente os limites da capacidade 
tecnológica. 
3.2 Instituições 
Uma das características da investigação no domínio da biologia molecular é a criação e 
disponibilização gratuita da informação. Para o sucesso desta estratégia, muito têm 
contribuído algumas organizações e instituições, nomeadamente aquelas que são 
repositórios públicos de dados. 
3.2.1 NCBI 
O NCBI (National Center for Biotechnology Information) é um dos três centros mundiais 
com repositórios de dados biológicos sequenciados, repartindo essa responsabilidade com 
o EBI (European Bioinformatics Institute) no Reino Unido e a DDBJ (DNA Data Bank of 
Japan), constituindo assim a INSDC (International Nucleotide Sequence Database 
Collaboration), rede de colaboração internacional de bases de dados de sequências de 
nucleótidos (Figura 3.1) [53]. O NCBI foi criado nos EUA em 1988 como uma divisão da 
NLM (National Library of Medicine) no NIH (National Institutes of Health) [54]. O NLM 
foi escolhido pelo historial e experiência na criação e manutenção de bases de dados 
biomédicos. Para além disso, sendo parte do NIH, poderia estabelecer um programa de 
pesquisa interna em biologia molecular computacional. Actualmente, os componentes de 
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investigação colectiva de NIH compõem a maior instalação de pesquisa biomédica do 
mundo [55]. 
O NCBI tem por missão o desenvolvimento de ferramentas informáticas que de alguma 
forma facilitem a compreensão dos processos fundamentais ao nível molecular e genético e 
que estão por sua vez relacionados com o controlo da saúde pública. Mais especificamente, 
o NCBI é responsável pela criação de sistemas automatizados para armazenar e analisar 
dados sobre a biologia molecular, bioquímica e genética, facilitando o uso dessas bases de 
dados e do software. 
 
Figura 3.1: Esquema da rede de internacional de bases de dados de sequências de nucleótidos 
(fonte: http://www.ddbj.nig.ac.jp) 
Tem estreita colaboração com a comunidade médica, coordenando esforços para recolher 
dados sobre de biotecnologia a nível nacional e internacional. Nesse campo, realiza 
investigação na análise à estrutura e função de moléculas biologicamente importantes, 
recorrendo a métodos e ferramentas computacionais altamente especializadas [54-55]. 
O NCBI é responsável pela manutenção do GenBank (base de dados de sequências de 
ácido nucleico). Paralelamente, para além de muitos outros recursos, disponibiliza 
ferrramentas de recuperação e análise de dados, destacando-se o Entrez, a ferramenta 
BLAST, e base de referência OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), entre outras 
[54]. O EBI e o DDBJ são instituições similares, sediadas na Europa e na Ásia 
respectivamente. 
24 
 
 
3.2.2 Broad Institute 
O Broad Institute foi criado em 2003 através de uma parceria entre institutos do MIT e de 
Harvard, que envolveram ainda o Whitehead Institute e alguns hospitais associados. 
Este centro surge da necessidade de criar um organismo que agregasse o melhor de ambas 
as instituições, nomeadamente conhecimentos na área da biologia molecular e da medicina 
[56]. Actualmente, o Broad Institute possui diversas vertentes, desde ao armazenamento de 
dados até ao desenvolvimento de software específico para análise de dados biológicos, 
nomeadamente Microarrays. 
No que diz respeito à sua base de dados, o Broad Institute possui a anotação completa de 
diversos genomas, estando envolvido directamente no projecto da descodificação do 
genoma humano e nas suas variações genéticas. Quanto à anotação de outros organismos, 
estão referenciados e catalogados, entre outros, bactérias, fungos, protistas, invertebrados, 
vertebrados e vírus. O facto de estar directamente relacionado com a medicina, torna o 
Broad Institute um caso particular, uma vez que praticamente todos os dados que 
constituem a sua base de conhecimento estão de alguma forma, directa ou indirectamente, 
relacionados com doenças genéticas ou com agentes causadores de doenças no ser 
humano. No entanto, a sua área de actuação não se limita a esse campo, estando também a 
realizar estudos e a descodificar genomas de vírus e microrganismos que actuam 
negativamente sobre organismos, que são utilizados na alimentação humana [57]. 
3.3 Bases de dados de informação biológica 
Segundo um relatório anual publicado pela revista Nucleic Acid Research, no qual é 
efectuada uma compilação das bases de dados actuais relacionadas com a biologia celular e 
molecular, estavam disponíveis no final de 2009 1.230 bases de dados com essas 
características [58]. A mesma fonte refere que, para além do conjunto de dados existentes 
em cada base de dados, estes formam uma rede de partilha não só dos próprios dados mas 
também de ferramentas de processamento de dados, reforçando o objectivo de difusão de 
informação e de conhecimento. 
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Com um número tão alargado de bases de dados nesta área seria impossível descrever com 
pormenor cada uma delas, pelo que serão de seguida apresentadas apenas as que foram de 
alguma forma, a base do trabalho exposto no presente documento. 
3.3.1 GenBank 
A GenBank é uma base de dados que contém sequências de nucleótidos de mais de 300 mil 
organismos. Estes são obtidos principalmente através dos estudos e observações em larga 
escala. Diariamente é efectuada a sincronização de dados entre o GenBank, o EMBL-NSD 
(European Molecular Biology Laboratory Nucleotide Sequence Database) e o DDBJ, 
garantindo assim redundância em três centros mundiais [59]. O repositório GenBank é 
gerido e está acessível através do NCBI, conforme foi referido anteriormente. O volume de 
dados disponível no GenBank tem crescido exponencialmente (Figura 3.2), pelo que 
actualmente representará uma das maiores bases de dados de sequências de nucleótidos e 
de pares de bases de DNA em todo o mundo. 
CRESCIMENTO DO GENBANK 
(1982-2008) 
 
Figura 3.2: Crescimento da base de dados GenBank de 1982 a 2008 
(Fonte de dados: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/genbankstats.html) 
De dois em dois meses são lançadas novas versões. No entanto, as actualizações são 
efectuadas diariamente e estão disponíveis por FTP e iniciando-se na página principal do 
NCBI [55]. 
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3.3.2 OMIM 
A base de dados OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), ao contrário do acontece 
com o GenBank, não contém dados biológicos. No entanto, a sua inclusão é essencial para 
os estudos efectuados sobre doenças genéticas no homem. Foi com base na documentação 
que sustenta a sua base de conhecimento, sobre genes humanos e doenças genéticas, que 
parte do trabalho descrito nesta dissertação, foi concretizado. 
A OMIM é antes de mais uma base de dados documental, derivada da literatura biomédica 
e é suportada actualmente pelo NCBI conforme já foi referido, estando integrada com o 
sistema Entrez. Inicialmente começou por ser editada e impressa, tendo a sua primeira 
edição sido publicada em 1966 [60]. 
Cada registo no OMIM possui associado um resumo contendo informação sobre o 
fenótipo, gene(s), links para outras bases de dados genéticas, referências na PubMed, bases 
de dados de mutações gerais e locais, nomenclatura HUGO (Human Genome 
Organisation), MapViewer, GeneTests, grupos de apoio a doentes entre muitas outras 
referências [60-61]. 
3.3.3 KEGG 
A KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) foi criada em 1995 e é a principal 
componente da GenomeNet, a maior rede japonesa de bases de dados e serviços 
relacionada como a investigação na área da genómica e ciências biomédicas, sendo gerida 
pelo centro de bioinformática da universidade de Kyoto. O sistema é um conjunto 
integrado de 16 bases de dados principais [62]. Estas encontram-se agrupadas em três 
grupos: informação sobre sistemas biológicos, informação genómica e informação 
química, conforme descrito Tabela 3.1 [63]. 
Do conjunto de bases de dados disponíveis no repositório KEGG, destacam-se a KEGG 
Orthology e a KEGG Disease. A base de dados KEGG Orthology armazena, à data, os 
genes ortólogos de 1402 organismos cujos genomas estão totalmente anotados (eukariotas: 
139 + 17(draft), bactérias: 1152, arqueas : 94), contendo as relações que existem entre 
estes, nomeadamente a sua função metabólica. Quanto à KEGG Disease, é uma base de 
dados que armazena os dados relativos às doenças humanas, nos vários foros, que estão 
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relacionados com perturbações moleculares, independentemente da sua origem (vírus, 
bactérias, drogas, etc.), identificando os genes que estão envolvidos com essas patologias 
[62]. 
A KEGG possui uma extensa API para serviços Web. Esta permite, entre outros, o acesso 
aos dados de ortólogos, de doenças e vias metabólicas, através de aplicações desenvolvidas 
por terceiros, quer para a plataforma Web, quer para aplicações standalone. 
Tabela 3.1: Bases de dados disponíveis na KEGG 
(fonte: adaptação de [63]) 
Categoria Base de Dados Conteúdo 
Informação  
de Sistemas 
Biológicos 
KEGG PATHWAY Vias metabólicas 
KEGG BRITE Hierarquias funcionais 
KEGG MODULE Módulos de vias metabólicas 
KEGG DISEASE Doenças humanas 
KEGG DRUG Drogas e fármacos 
Informação 
Genómica 
KEGG ORTHOLOGY Grupos de Ortólogos (KO 
KEGG GENOME Organismos 
KEGG GENES Genes em genomas de alta qualidade 
KEGG SSDB Semelhança entre sequências e as suas relações 
KEGG DGENES Genes em genomas de baixa qualidade 
KEGG EGENES Genes expressos em cDNA 
Informação 
Química 
KEGG COMPOUND Metabolitos e outras moléculas de pequena dimensão 
KEGG GLYCAN Mono e Poli-sacarídeos 
KEGG REACTION Reacções bioquímicas 
KEGG RPAIR Reagentes por transformação química 
KEGG ENZYME Nomenclatura de enzimas 
 
Para além do acesso às bases de dados por programação usando os serviços Web, a KEGG 
disponibiliza também o acesso via FTP1. 
3.3.4 ENSEMBL 
O ENSEMBL é um projecto que resulta da parceria entre o EMBL-EBI com o Wellcome 
Trust Sanger Institute para desenvolver um sistema de software de forma a produzir e 
manter uma base de dados de genes anotados relativos a genomas de organismos 
eucariotas. Este disponibiliza uma framework de bioinformática principalmente para 
                                                 
 
1 ftp://ftp.genome.jp/pub/kegg/ 
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organizar e gerir genomas de grande dimensão. É uma das bases de dados que possui uma 
cópia actualizada e estável da anotação do genoma humano. 
É um projecto de software opensource que disponibiliza para a comunidade científica um 
sistema versátil, capaz de lidar com genomas de grande dimensão. Por esse facto, tornou-se 
uma importante ferramenta ao nível da análise de sequências, do armazenamento de dados 
e visualização. Essa versatilidade permite que o ENSEMBL possa ser instalado em 
equipamentos que vão desde simples portáteis até super computadores [64]. 
Através do sítio da Internet do ENSEMBL é possível também aceder a diversas 
ferramentas, nomeadamente uma API para programação em Perl que permite aceder 
remotamente, aos dados armazenados. 
3.4 Algoritmos para alinhamento de sequências 
Atendendo à ancestralidade comum dos organismos, a análise comparativa de DNA entre 
genomas assume um papel bastante importante sendo uma das áreas em que o esforço 
computacional no campo da biologia molecular, tem sido mais exigente. 
A garantia de que a diversidade biológica resulta de diferentes combinações de apenas 
quatro nucleótidos na composição do DNA (alfabeto limitado a A, T, C, G), gerou 
naturalmente na comunidade científica grande expectativa no que diz respeito às diferentes 
combinações. Esse facto, provocou o surgimento de questões relacionadas com o grau de 
similaridade entre genomas de espécies diferentes, bem como sobre a existência ou não 
conservação de determinadas sequências, relevando o impacto que essa conservação ou 
não-conservação, teve ao longo de milhões de anos de evolução [23]. 
O surgimento de algoritmos para alinhamento de sequências genómicas foi natural, uma 
vez que tentar efectuar a comparação de milhares de bases manualmente é uma tarefa 
tediosa e praticamente impossível. Surgiram algoritmos mais ou menos sofisticados, com 
maior ou menor grau de especialização, para efectuar alinhamentos de sequências 
genómicas. Esses algoritmos são classificados em duas categorias (Figura 3.3). A primeira 
para alinhamentos globais, que diz respeito a algoritmos utilizados para alinhar sequências 
ou genomas completos. A segunda, para alinhamentos locais, referindo-se nesse caso a 
alinhar parcialmente determinadas subsequências dentro de sequências genómicas maiores. 
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O alinhamento global tradicional baseia-se na optimização por “Brute force” fazendo com 
que o alinhamento abranja o comprimento de todas as sequências a alinhar. Neste método é 
gerada uma lista de todos os alinhamentos possíveis entre as duas sequências, pontua-se 
cada um desses alinhamentos e escolhe-se o de melhor pontuação. A limitação principal 
deste método está no facto do número possível de alinhamentos globais para duas 
sequências de comprimento n, ser dado pela fórmula 22n/(πn) [65]. A título de exemplo, 
para duas sequências de comprimento 250 (valor bastante pequeno na análise genómica), o 
resultado será de aproximadamente 10149, o que se torna este método impossível de utilizar 
para o alinhamento global de sequências genómicas. 
 Os alinhamentos locais tentam identificar regiões de semelhança em longas sequências 
que muitas vezes são bastante divergentes no geral. Alinhamentos locais são muitas vezes 
preferíveis, mas podem ser também difíceis de calcular, tendo em conta o esforço 
computacional necessário para identificar as regiões de semelhança [66]. 
 
 
A) 
--A----TT—TGGA-GAGATT-TC—CC-GGTACAT-CAG-CT 
  |    ||  ||  |||||| |  ||   ||||  |||  | 
TCACCTCTTG-GG--GAGATTCT-ACCT--TACA-GCAGT-T 
  
 
 
B) 
 
         aacttcaGAGATTTCCCGGattacatattaggta 
                |||||||||||| 
acattcatagttacttGAGATTTCCCGGccacttcc 
 
Figura 3.3: Exemplos de alinhamentos: A) alinhamento global e B) alinhamento local 
O primeiro algoritmo conhecido para alinhamento global recorrendo a programação 
dinâmica foi apresentado por Needleman & Wunsch em 1970 [67]. Neste algoritmo, cada 
sequência é comparada símbolo a símbolo, que juntamente com um sistema de pontuação, 
vai avaliando cada combinação obtida, permitindo a inserção de Gaps (espaços) entre 
símbolos para melhorar o alinhamento. 
Alguns anos depois, em 1975, Hirschberg publicou em [68] um algoritmo para 
alinhamento de sequências, baseado na técnica “Divide and Conquer”. O algoritmo recorre 
à recursividade para encontrar  a LCS (Long Common Sequence) no qual o tempo para 
alinhar globalmente duas sequências pode ser definido como uma função linear de 
complexidade O(m+n). Esta medida de complexidade é definida em relação ao 
comprimento de cada sequência (m e n respectivamente), podendo em determinadas 
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situações, segundo o seus autores, ser mais rápido do que o algoritmo de Needleman-
Wunsch. De referir que a biblioteca de C++ “The Global Alignment Library” do NCBI, 
inclui entre outros algoritmos que são frequentemente utilizados na biologia 
computacional, o pacote CMMAligner. Neste pacote está implementado o algoritmo 
proposto por Hirschberg em [68]. 
Em 1981, Smith & Waterman apresentaram um algoritmo também com programação 
dinâmica, para efectuar alinhamentos locais, que resulta da introdução de algumas 
modificações do algoritmo Needleman & Wunsch [69]. A principal diferença, reside no 
facto de apenas olhar para segmentos das sequências e não para a globalidade destas, 
optimizando a medida de similaridade entre os diversos segmentos. 
Vários algoritmos baseados nestas técnicas foram implementados incluindo métodos 
exaustivos com recurso à programação dinâmica. No entanto, estes não se revelaram 
eficientes para alinhamento de sequências muito longas. Para ultrapassar essas limitações, 
foram desenvolvidos algoritmos baseados em modelos heurísticos assim como métodos 
baseados na teoria das probabilidades. Estes foram concebidos para efectuar pesquisas e 
alinhamentos em grande escala, muito mais rapidamente, mas com prejuízo para a eficácia, 
uma vez que nem sempre garantem a melhor solução [66]. 
Em 1990 foi publicado um algoritmo que viria a marcar decisivamente a comparação e 
alinhamento de sequências genómicas. Designado por BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool), recorre a métodos heurísticos apresentando resultados bastante bons nos 
alinhamentos locais [70]. Contudo, por se tratar de um modelo heurístico, nem sempre 
obtém o melhor alinhamento. Actualmente, está disponível em diversas plataformas, com 
diferentes implementações e para múltiplas finalidades, nomeadamente para alinhamento 
de sequências de nucleótidos, proteínas e genomas. Este algoritmo será analisado com mais 
detalhe numa secção posterior. 
Na procura de métodos cada vez mais rápidos e eficazes, em 1998 Jens Stoye publicou um 
novo método para alinhamento global de múltiplas sequências baseado na técnica “Divide 
and Conquer (Figura 3.4). O método utiliza a subdivisão sucessiva da sequência em 
sequências mais pequenas tentando encontrar o alinhamento óptimo, com o menor custo 
possível em termos da localização do corte [71]. 
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Figura 3.4: Exemplificação do funcionamento do algoritmo “Divide and conquer” de Stoye [71] 
Um método idêntico ao anterior, recursivo, foi apresentado em 1999 por David Powell em 
[72] onde o autor apresenta um algoritmo alternativo ao algoritmo original de Hirschberg. 
Segundo o autor, o algoritmo é bastante mais eficiente em termos de tempo de execução, 
resultado da combinação do algoritmo de Ukkonen apresentado em [73], com o método 
proposto por Hirschberg. Desta combinação resulta um algoritmo híbrido, conjugando a 
técnica de “Divide and Conquer” com o cálculo da distância de Levenstein [74], para cada 
subconjunto obtido até atingir a distância mínima. 
Mais recentemente, em 2002, foi apresentado uma nova implementação revolucionária 
para alinhamento de sequências, designado por PatternHunter, que pode ser executado em 
qualquer tipo de computador que suporte máquina virtual Java [75]. É também um 
algoritmo heurístico como o BLAST, mas ao contrário deste, o PatternHunter utiliza por 
defeito uma palavra binária de comprimento 18 com 11 correspondências correctas 
(111010010100110111), onde “1” representa uma correspondência entre bases e “0” 
representa qualquer base. Contrariamente às sementes exactas do BLAST, o PatternHunter 
usa sementes espaçadas, permitindo maior flexibilidade e sensibilidade à detecção de 
alinhamentos. Para além desta palavra binária, o algoritmo permite a geração aleatória de 
novas palavras assim como a definição de palavras pelo utilizador [75].  
De acordo com os seus autores, este software na versão mais recente (PatternHunter II), 
chega a ser centenas de vezes mais rápido do que o seu homólogo BLAST (BLASTn), com 
32 
 
 
a mesma precisão [76]. No entanto, este software é proprietário, estando a sua utilização 
sujeita a várias restrições. Pode ser utilizado livremente, desde que para fins não 
comerciais, mediante um registo prévio no sítio da empresa que o comercializa, a BSI2. 
Outro algoritmo para alinhamentos de sequências – BLAT – é actualmente referenciado 
por diversos autores. Foi apresentado por W. James Kent em [77] e baseia-se no princípio 
da pesquisa indexada. O índice é criado com base em pequenas sequências (k-mer 
tipicamente com comprimento de 8 a 16 para nucleótidos e 3 a 7 para aminoácidos) que 
são homólogas entre a base de dados e a sequência inicial. A partir daí o algoritmo passa 
por diversas fases e refinamentos sucessivos procurando junto das zonas alinhadas nas 
fases anteriores, zonas que possam ter ficado de fora do alinhamento e que sejam passíveis 
de serem alinhadas. 
Atendendo ao facto de que o DNA codificante dá origem a proteínas, os algoritmos foram 
evoluindo, havendo actualmente uma panóplia de versões especializadas desses algoritmos 
que actuam tanto em alinhamento de nucleótidos como no alinhamento de aminoácidos. A 
título de exemplo no sítio do NCBI, para o software BLAST3 estão listadas as várias 
versões deste algoritmo, nomeadamente algumas implementações especializadas. 
A classificação associada ao alinhamento de sequências está relacionada com a sua 
abrangência, local ou global, mas também com o número de sequências que se estão a 
comparar. A Tabela 3.2 contém os algoritmos que actualmente são mais utilizados, estando 
distribuídos pelo tipo de alinhamento e por número de sequências a alinhar. 
O alinhamento pode ser de duas sequências apenas, ou de três ou mais sequências, dizendo 
nesse caso que o alinhamento é múltiplo. O algoritmo de CLUSTAL [78], apresentado por  
Higgins & Sharp em 1988 é ainda hoje o algoritmo de referência neste campo, 
nomeadamente as suas variantes mais recentes CLUSTAL W/X versão 2 [79]. Os 
alinhamentos múltiplos são particularmente úteis para a construção de árvores 
filogenéticas. Outra das suas aplicações tem a ver com a identificação de locais 
funcionalmente importantes, bem como regiões conservadas, podendo tirar-se daí 
conclusões aos níveis da identidade, semelhança e homologia entre sequências. 
                                                 
 
2 http://www.bioinformaticssolutions.com 
3 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
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A identidade significa que as sequências têm os mesmos nucleótidos nas respectivas 
posições. Por outro lado, a similaridade diz-nos se as sequências que estão a ser 
comparadas, possuem o mesmo número de nucleótidos similares (não necessariamente 
iguais, mas próximos em termos químicos e estruturais). A título de exemplo, em termos 
de sequências de nucleótidos as Pirimidinas (C e T) são consideradas similares o mesmo 
acontecendo com as Purinas (A e G). A similaridade leva-nos por fim à homologia, uma 
vez que, quanto mais similares forem as sequências mais próximas estarão de ser 
homólogas, podendo contribuir dessa forma para encontrar um ancestral comum [80]. 
Tabela 3.2: Algoritmos principais utilizados em alinhamento de sequências 
Tipo de alinhamento 
Global Local 
O
ri
g
em
 d
e 
 
d
ad
os
 
Pares de  
sequências/genomas 
Needleman-Wunsch [67] 
MUMmer [81] 
MUMmer v2 [82]  
MUMmer v3 [83]  
GramAlign [84] 
Smith & Waterman [69] 
BLAST [70] 
FASTA [85] 
BLAT [77] 
PATTERNHUNTER [75] 
LALIGN [86] 
Múltiplas sequências 
CLUSTAL [78] 
Divide and Conquer [68] 
MUSCLE [87-88] 
T-COFFEE [89] 
MAFFT [90] 
KALIGN [91] 
PROBCONS [92] 
MUSCA [93] 
DIALIGN [94] 
COBALT [95] 
 
Por todo o mundo proliferam organizações que disponibilizam diversos pacotes de 
software on-line para efectuar as tarefas de alinhamentos. No entanto, na maior parte dos 
casos estas passam por implementações mais ou menos modificadas dos algoritmos 
originais. O seu valor acrescentado reside essencialmente no pós-processamento dos dados, 
tais como a informação biológica relacionada, visualização gráfica, literatura referenciada, 
entre outras características. Por exemplo, os algoritmos SSearch e GGSearch presentes no 
pacote de aplicações FASTA, são implementações baseadas nos algoritmos Smith & 
Waterman e Needleman-Wunsch respectivamente [96]. 
Embora existam muitos outros algoritmos para efectuar o alinhamento de sequências 
genómicas, a sua relevância não justifica uma exploração exaustiva. Conforme foi referido 
anteriormente, na tabela 3.2 estão indicados os algoritmos comummente utilizados, sendo 
os mais relevantes do ponto de vista do presente documento, apresentados com maior 
detalhe nas secções seguintes. 
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Alguns dos algoritmos listados incorporam alinhamento tanto local como global, mediante 
parametrização. No entanto, aparecem listados apenas na secção em que os autores os 
colocam como referência. O algoritmo DIALIGN possui essas características, mas o autor 
releva a sua eficácia no alinhamento local, perante outros algoritmos de funções idênticas 
[94]. 
3.4.1 Medidas de semelhança entre sequências 
Desde que as primeiras moléculas de DNA começaram a ser sequenciadas que os 
investigadores se questionaram acerca da sua similaridade. Sabendo que partilhavam um 
mesmo código, baseado num alfabeto de apenas 4 letras, cedo despertou a curiosidade o 
facto de poder haver semelhanças entre as cadeias de DNA. 
Vários autores incidiram os seus estudos sobre este tema, construindo algoritmos mais ou 
menos eficazes e eficientes para determinar o nível de identidade, entre as várias 
sequências. 
A abordagem mais simples, mas também mais limitada, foi baseada na distância de 
Hamming [97], bastante utilizada ainda hoje na detecção de erros de transmissão de dados. 
Neste caso comparam-se duas cadeias de nucleótidos, contando-se quantas diferenças 
existem entre uma e outra, anotando as mudanças necessárias que deverão ocorrer para que 
uma cadeia se transforme na outra. A principal limitação tem a ver com o facto das duas 
sequências terem necessariamente o mesmo comprimento, ou seja o mesmo número de 
símbolos. 
A segunda abordagem, tendo por base a distância entre duas sequências, resulta na 
aplicação da distância de Levenshtein [74], vulgarmente designada por distância de edição. 
Nesta medida não entram apenas as alterações mas também as inserções e remoções, 
podendo as sequências ter tamanhos diferentes. Esta medida veio a dar origem a muitos 
dos algoritmos que ainda hoje são utilizados para alinhamentos múltiplos de sequências 
como é o caso do algoritmo CLUSTAL nas suas diversas implementações [78]. 
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3.4.2 Matrizes de Pontuação 
Todos os métodos de alinhamentos não exaustivos necessitam de alguma forma de 
pontuação (score) para distinguir as correspondências correctas das incorrectas. Para um 
determinado alinhamento, é atribuído um número a cada posição na sequência, 
dependendo da pontuação nessa posição. As pontuações para todas as posições no 
alinhamento são adicionadas de forma a calcular a pontuação total. Esta é usada para 
seleccionar o alinhamento óptimo entre diversos alinhamentos alternativos. A forma mais 
simples de pontuação é atribuir um número para uma correspondência correcta e outro para 
uma não correspondência, por exemplo 1 e 0 respectivamente [98]. 
A matriz gerada por esse processo é designada por matriz unitária. Embora as matrizes 
unitárias possam ser utilizadas para alinhamento de sequências de aminoácidos, estas são 
mais adequadas para alinhamento de sequências de DNA. O facto de uma mudança de 
nucleótido poder dar origem ao mesmo aminoácido não tem associado a essa eventual 
alteração tanta informação como uma mudança num aminoácido. Isto porque nesse caso 
essa alteração dará origem a uma proteína diferente, podendo comprometer a sobrevivência 
do indivíduo [99]. Por esse facto, as alterações nas sequências de aminoácidos são 
geralmente mais representativas em termos de informação do que alterações ao nível das 
sequências de nucleótidos. 
Atendendo à composição química dos aminoácidos é expectável que, por exemplo, a 
mudança de Valina para Isoleucina seja mais provável de ser encontrada do que, por 
exemplo, a alteração de Valina para Ácido aspártico. Esta divergência deve-se ao facto dos 
dois primeiros aminoácidos estarem mais próximos em termos de estrutura e composição 
química (partilham a mesma categoria - hidrofóbica), enquanto o Ácido aspártico se 
encontra na categoria dos aminoácidos de carga eléctrica negativa [98, 100]. 
Os programas de alinhamentos ao utilizar estas matrizes de pontuação nas sequências de 
aminoácidos, estão directa ou indirectamente a recorrer à teoria das probabilidades para 
privilegiar determinadas mudanças entre aminoácidos em detrimento de outras. No 
entanto, se o alinhamento estiver a ocorrer entre proteínas relacionadas, o recurso a uma 
matriz de pontuação simples, apenas para identidades, produzirá praticamente o mesmo 
alinhamento. 
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Como estas matrizes de pontuação são desenvolvidas com recurso ao cálculo estatístico, 
existem algumas considerações que devem ser tidas em conta, nomeadamente: 
 A escolha da matriz pode influenciar fortemente o resultado da análise. 
 Implicitamente, as matrizes de pontuação representam uma determinada 
teoria da evolução. 
 Compreender as teorias subjacentes a uma determinada matriz de pontuação 
pode ajudar a fazer a escolha adequada. 
PAM 
O PAM (Point Accept Mutation) é uma família de matrizes de pontuação baseada em 
distâncias evolutivas. Margaret Dayhoff foi pioneira nesta abordagem, tendo apresentado 
em [101] um extenso estudo sobre as frequências de substituição de determinados 
aminoácidos por outro, durante o processo evolutivo. 
Os estudos incidiram sobre alinhamentos de proteínas, envolvendo 1572 mutações em 71 
famílias de proteínas fortemente relacionadas, tendo por objectivo a construção de árvore 
filogenética para cada família. Esse estudo levou à construção de uma tabela de 
frequências relativas, tendo em conta a substituição de um aminoácido por outro ao longo 
de um período evolutivo. Esta tabela, conjugada com a frequência relativa de ocorrência de 
aminoácidos nas proteínas estudadas, esteve na génese desta família de matrizes de 
pontuação [101]. 
A família de matrizes de pontuação PAM recorre a modelos de Markov e são baseadas em 
percentagens de mutação estimadas a partir de proteínas bastante próximas. Essas 
percentagens resultam das mutações de aminoácidos, causadas por alterações numa única 
base e representam-se na sua forma original por uma matriz x PAM (actualmente é mais 
frequente a sua representação por PAMx, que é a representação adoptada neste 
documento), onde x é o número de mutações aceites por 100 aminoácidos. 
A matriz de base criada a partir dessas percentagens é designada por PAM1, que representa 
uma mutação por cada 100 aminoácidos. Todas as restantes matrizes PAM são obtidas pela 
repetição sucessiva da matriz PAM1 [101]. A título de exemplo, a matriz PAM100 
corresponde a 100 mutações por 100 resíduos, ou seja, representa a matriz PAM1 
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multiplicada por si própria 100 vezes. No entanto nem todos os aminoácidos sofrem 
mutações de igual forma, podendo sobrepor-se inclusivamente. 
Na PAM250 (Figura 3.5), onde a matriz PAM1 é multiplicada por si própria 250 vezes, 
apenas cerca de 80% de todos os aminoácidos é que serão substituídos, ou seja, um em 
cada cinco aminoácidos permanece inalterado, embora em proporções diferentes: por 
exemplo 48% de Triptofano, 41% da Cisteína e 20% de Histeína permanecem inalterado, 
mas apenas 7% de Serina permanecerá igual [102]. A razão para essas diferenças podem 
ser de origem quer estrutural, quer funcional. Por exemplo, o Triptofano tem uma cadeia 
lateral grande, pelo que não seria fácil substituí-lo por outro aminoácido. Essa substituição 
poderá originar uma cavidade no interior da estrutura, que irá comprometer a estrutura da 
proteína como um todo [102]. 
 
Figura 3.5: Matriz PAM250 em que os valores estão multiplicados por 100 [102] 
As frequências dessas mutações são obtidas através do cálculo do logaritmo sobre a matriz 
das probabilidades, utilizando a fórmula: 
Mij = log(Rij/(pipj))   
Na fórmula Mij é o elemento da matriz PAM, Rij é o elemento da matriz de frequências de 
mutações observadas e pi e pj são as frequências estimadas para o aminoácido na linha i e 
coluna j respectivamente. Quanto ao factor de escala  é uma constante de 
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proporcionalidade inteira positiva que não tem influência na obtenção de resultados, 
servindo apenas como multiplicador dos elementos da matriz (na figura 3.5, =100) [103]. 
A matriz resultante apresenta valores positivos, que indicam a existência de uma tendência 
favorável para a substituição, valores nulos indicam que a probabilidade de mutação 
esperada é igual à probabilidade de mutação observada e valores negativos que indicam 
que a mutação é reprimida [101]. 
BLOSUM 
As matrizes BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) constituem uma alternativa às 
matrizes da família PAM, resultado de um trabalho de investigação de Henikoff & 
Henikoff publicado em [98]. Usando uma abordagem diferente, as matrizes de substituição 
da família BLOSUM, como as utilizadas no software BLAST (Figura 3.6) são baseadas em 
cerca de 2000 blocos de segmentos de sequências alinhadas caracterizando mais de 500 
grupos de proteínas relacionadas. 
Nesse estudo, os autores apontam algumas limitações conhecidas para as matrizes PAM e 
que motivaram o desenvolvimento de uma solução alternativa, nomeadamente: 
 O pressuposto de que a taxa de mutação para todos os resíduos de uma 
proteína é equivalente e que todas as mutações são independentes das que já 
ocorreram. 
 O facto de se notar erros de cálculo de estimativas na matriz PAM1 (que 
aceita até 1% de mutações) que se propagam e amplificam nas matrizes de 
ordem mais elevada. 
Nesse estudo, é referido que os erros no cálculo da estimativa, estão ligados ao facto das 
mutações entre as sequências próximas que servem à elaboração da PAM1 serem 
dominados pelas substituições entre aminoácidos cujos codões apenas diferem numa base 
[98]. Em relação a este último problema, como alternativa à matriz PAM, os autores 
propuseram a obtenção das probabilidades de substituição calculadas directamente sobre os 
alinhamentos de sequências distantes sem extrapolação. Contam-se nesta situação as 
frequências de substituição por pares de aminoácidos, observadas nas colunas de 
alinhamentos múltiplos de proteínas da mesma família, sem inserção de espaços (gaps) 
[104]. 
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O método utilizado, à semelhança do método anterior, baseia-se na teoria das 
probabilidades, recorre à seguinte fórmula: 
Bij =log2(Rij/eij)  
Nesta fórmula, Rij (para 1 ≤ j ≤ i ≤20) representa a probabilidade observada para cada par 
de aminoácidos tendo por base a tabela de frequências observadas, ao passo que eij 
representa a probabilidade esperada para cada par de aminoácidos i e j. A probabilidade 
esperada de ocorrência eij para cada par i, j é dada por pi.pj para i  j e pi.pj+pj.pi  2.pi.pj 
para i≠j. Cada pi representa a probabilidade esperada de cada aminoácido. 
O resultado é posteriormente multiplicado por um factor de escala, que é utilizado para 
aproximar os valores obtidos, para números inteiros. Os valores obtidos são posteriormente 
convertidos para o inteiro mais próximo. A matriz resultante possui valores positivos que 
indicam que a probabilidade observada é superior à esperada, valores negativos que 
indicam precisamente o contrário e valores nulos que mostram que a probabilidade 
observada é idêntica à probabilidade esperada [98]. 
 
Figura 3.6: Matriz BLOSUM62 usada por defeito no BLAST [98] 
As matrizes são acompanhadas na sua designação - BLOSUM - por um índice que denota 
o nível de agrupamento. Por exemplo, a matriz BLOSUM62 é construída a partir de blocos 
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agrupados em sequências cuja similaridade é no mínimo 62%. Enquanto o índice das 
matrizes PAM indicam os pontos de mutação (distância evolutiva), que quanto maior for, 
menor é a similaridade, nas matrizes BLOSUM acontece precisamente o contrário, uma 
vez que o índice nessa família representa a percentagem de similaridade. Contudo pode ser 
estabelecido um paralelismo entre os diferentes métodos, conforme se pode observar na 
Figura 3.7. 
 
 
Figura 3.7: Relação entre matrizes de pontuação 
A BLOSUM62 é a matriz padrão na maior parte dos programas de alinhamento. 
Estudos comparativos sobre a utilização das matrizes PAM e BLOSUM, comprovaram 
que, em regra geral, a família BLOSUM permite obter melhores resultados, no entanto 
existem diferentes níveis de classificação baseados na similaridade entre as sequências a 
analisar [105-106]. Em termos gerais, e a título de exemplo, a utilização da matriz 
PAM120 ou BLOSUM62, resultará na obtenção de alinhamentos semelhantes [98]. 
3.4.3 Algoritmo de Needleman-Wunsch 
O algoritmo de Needleman-Wunsch deve a designação aos seus autores que o 
apresentaram em [67]. É um algoritmo de referência, ainda hoje utilizando em múltiplas 
aplicações dada a sua eficiência. 
A versão original é óptima para alinhamentos globais de sequências relativamente 
pequenas. No entanto, para o alinhamento para cadeias longas, na ordem dos milhares de 
pares de bases, pode tornar-se impraticável. 
O algoritmo é constituído por três passos principais: 
 Construir a matriz de similaridade. 
 Construir a matriz de pontuações, com base na matriz de similaridade e na 
aplicação de penalizações, de forma a obter a pontuação máxima para cada 
célula. 
PAM1   PAM120  PAM250 
BLOSUM80  BLOSUM62  BLOSUM45 
 
 
Pouco divergente    Muito divergente 
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 Determinar o alinhamento a partir da célula com maior valor de forma a 
obter o alinhamento com a máxima pontuação. 
A Tabela 3.3 exemplifica a aplicação do algoritmo recorrendo à abordagem tradicional, 
com recurso à fórmula apresentada a seguir. As duas sequências são identificadas por  
A = MPRCLCQRJNCBA e B = PBRCKCRNJCJA. 
Para o primeiro passo, a matriz de similaridade é construída com base na semelhança entre 
os dois resíduos. Para a atribuição de valores pode-se utilizar pontuações simples (por 
exemplo na tabela seguinte utilizou-se 1 para resíduos iguais e 0 para resíduos diferentes), 
ou pode-se utilizar um esquema de penalizações mais complexo, como por exemplo as 
matrizes de substituição BLOSUM62 ou PAM120, entre outras. 
No passo seguinte, para cada célula na matriz de pontuações calcula-se o seu valor tendo 
por base a seguinte fórmula: 
H(i,j) = Max{H(i-1, j-1)+S(i,j); H(i-1,j) - S(i-1,j)+S(i,j); H(i, j-1) - S(i,j-1)+S(i,j)} 
         para i=2..n, j=2..m 
H(i,1) = S(i,1)  para i=1..n 
H(1,j) = S(1,j)  para j=1..m 
 
Na fórmula n e m são os comprimentos das duas sequências. No caso de se recorrer às 
matrizes de substituição BLOSUM ou PAM, a matriz de similaridade é construída com 
base nos valores contidos nessas matrizes. 
Atendendo ao facto de que a penalização de inserções ou remoções (gap penalties) é zero, 
o mesmo valor aplicável às situações em que os resíduos não coincidem, podem surgir 
situações em que o alinhamento óptimo não é único, havendo várias hipóteses com a 
mesma pontuação. Por esse facto o recurso às matrizes de substituição elimina essa 
possibilidade, obtendo praticamente a pontuação máxima para uma única solução. 
Caminhando na matriz no sentido ascendente, desde o maior valor obtido na última linha 
(máxima pontuação), passando pelas posições imediatamente anterior, vai-se construindo o 
alinhamento. 
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Tabela 3.3: Exemplo de alinhamento de duas sequências 
A) matriz de similaridade entre as duas sequências considerando o valor 1 para resíduos iguais e 
0 para resíduos diferentes; B) matriz de pontuações obtidas pela aplicação de penalizações; C) 
Alinhamento obtido 
A) S(i,j) M P R C L C Q R J N C B A 
P 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
R 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
C 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 
K 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
C 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 
R 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
J 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
C 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 
J 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
B) H(i,j) M P R C L C Q R J N C B A 
P 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
B 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 
R 0 0 2 1 1 1 1 2 1 1 1 1 2 
C 0 0 1 3 2 3 2 2 2 2 3 2 2 
K 0 0 1 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
C 0 0 1 3 3 4 3 3 3 3 4 3 3 
R 0 0 2 2 3 3 4 5 4 4 4 4 4 
N 0 0 1 2 3 3 4 4 5 6 5 5 5 
J 0 0 1 2 3 3 4 4 6 5 6 6 6 
C 0 0 1 3 3 4 4 4 5 6 7 6 6 
J 0 0 1 2 3 3 4 4 6 6 6 7 7 
A 0 0 1 2 3 3 4 4 5 6 6 7 8 
C) M P - R C L C Q R - J N C B A 
| | | | | | | | 
P B R C K C - R N J - C J A 
 
A direcção da origem anterior determina como é que as sequências são alinhadas: 
 Se H(i,j) teve origem em H(i,j-1) significa alinhar o resíduo na j-ésima 
posição da sequência A com um espaço (gap); 
 Se H(i,j) tem origem em H(i-1,j-1) significa alinhar o resíduo i da sequência 
de A com o resíduo j da sequência B 
 Se H(i,j) teve origem em H(i-1,j) significa alinhar o resíduo na i-ésima 
posição  da sequência de B com um espaço (gap). 
3.4.4 Algoritmo de Smith-Waterman 
O algoritmo de Smith-Waterman, à imagem do algoritmo apresentado anteriormente, tem 
esta designação devido aos seus autores que o publicaram pela primeira vez em [69]. 
Enquanto que o algoritmo de Needleman-Wunsch está vocacionado para alinhamento 
globais, o algoritmo de Smith-Waterman actua sobre alinhamentos locais, considerando os 
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segmentos de todos os tamanhos possíveis de forma a optimizar a medida de similaridade. 
Quando duas sequências são comparadas para detecção de alinhamentos locais, o número 
total de alinhamentos podem ser considerável, pelo que a obtenção dos melhores 
alinhamentos assume primordial importância [107-108]. 
O algoritmo baseia-se em programação dinâmica, tal como o anterior, dividindo as 
sequências em segmentos mais pequenos até encontrar uma solução óptima [108]. 
A Tabela 3.4 exemplifica a sequência de construção do alinhamento com base neste 
algoritmo para duas sequências A = CASCCRCSCRRA e B = AARSCCA. 
A fórmula de cálculo, apresentada a seguir, é bastante semelhante à fórmula utilizada no 
algoritmo de Needleman-Wunsch, à excepção de que nunca serão considerados valores 
negativos para a matriz com as pontuações. Para garantir que isso acontece, é criada 
artificialmente uma coluna no início e uma linha à esquerda, ambas preenchidas com o 
valor zero. Dessa forma, como para cada posição da matriz é obtido o máximo de três 
valores, incluindo o zero, nunca se poderão obter valores negativos. 
H(i,j) = Max{0; H(i-1, j-1)+S(i,j); H(i-1,j) - S(i-1,j)+S(i,j); H(i, j-1) - S(i,j-1)+S(i,j)} 
         para i=1..n, j=1..m 
H(i,0) = 0  para i=0..n 
H(0,j) = 0  para j=0..m 
Na fórmula n e m são os comprimentos das duas sequências. Da mesma forma que o 
algoritmo anterior, se recorrermos às matrizes de substituição BLOSUM ou PAM, a matriz 
de similaridade é construída com base nos valores contidos nessas matrizes. 
Também neste caso poderemos obter mais do que um alinhamento local óptimo, pelo que a 
utilização de matrizes PAM ou BLOSUM evitarão essa situação garantindo a obtenção do 
alinhamento local de maior pontuação. 
O processo de construção do alinhamento é diferente do algoritmo anterior, procedendo-se 
no entanto, também, no sentido ascendente. Em primeiro lugar procura-se o maior valor na 
matriz de pontuações, seguindo-se o caminho inverso ao da construção da matriz até 
encontrar o valor zero. Nesse caso, o alinhamento local termina. 
Tabela 3.4: Exemplo de alinhamento local de duas sequências 
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A) matriz de similaridade entre as duas sequências considerando o valor 2 para resíduos iguais e 
-1 para resíduos diferentes; B) matriz de pontuações obtidas pela aplicação de penalizações; C) 
Alinhamento obtido 
A) S(i,j) C A S C C U C S C R R A 
A -1 2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 2 
A -1 2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 2 
R -1 -1 -1 -1 -1 2 -1 -1 -1 2 2 -1 
S -1 -1 2 -1 -1 -1 -1 2 -1 -1 -1 -1 
C 2 -1 -1 2 2 -1 2 -1 2 -1 -1 -1 
C 2 -1 -1 2 2 -1 2 -1 2 -1 -1 -1 
A -1 2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 2 
B) H(i,j) C A S C C U C S C R R A 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
A 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 
A 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 
R 0 0 1 1 0 0 2 1 0 0 2 2 1 
S 0 0 0 3 2 1 1 1 3 2 1 1 1 
C 0 2 0 2 5 4 3 3 2 5 4 3 2 
C 0 2 0 1 4 7 6 5 4 4 4 3 2 
A 0 0 2 1 3 6 6 5 4 3 3 3 5 
C) C A - S C C R C S C R R A 
| | | | 
A A R S C C A 
 
Caminhando na matriz no sentido ascendente, desde o maior valor obtido na última linha 
(máxima pontuação), passando pelas posições imediatamente anterior, vai-se construindo o 
alinhamento. A direcção da origem anterior determina como é que as sequências são 
alinhadas, aplicando-se os mesmos critérios referidos no algoritmo de Needleman-Wunsch. 
3.4.5 FASTA 
O FASTA (Fast-All) é um pacote de aplicações preparado para efectuar alinhamentos de 
sequências sob qualquer dicionário. Foi o primeiro programa a ser utilizado em grande 
escala para a pesquisa de similaridades entre sequências. Apresentado por Lipman & 
Pearson em [85], no algoritmo implementado no programa FAST-P4, recorre a métodos 
heurísticos para efectuar alinhamentos locais entre sequências, utilizando matrizes de 
substituição para o cálculo de pontuações. 
O algoritmo FASTA começa por identificar o início e o fim das duas sequências a alinhar. 
Posteriormente, utilizando pequenas sequências ordenadas de k resíduos (ktups) presentes 
nas sequências originais, tenta encontrar as zonas semelhantes sem espaços (gaps). 
Normalmente o comprimento de ktup vai de 4 a 6 para nucleótidos e de 1 a 2 para 
                                                 
 
4 FAST-P – alinhamento de proteínas, FAST-N Alinhamento de nucleótidos  
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aminoácidos. A utilização de ktup = 1 serve para construir a tabela inicial com as posições 
de cada aminoácido na proteína. Nesta fase, tira partido do facto das substituições entre 
resíduos das duas sequências a alinhar ocorrer com maior frequência do que as inserções e 
remoções [85]. 
De seguida, utilizando uma matriz de pontuação PAM (na versão original foi utilizada 
PAM250) ou BLOSUM, o algoritmo pontua os 10 alinhamentos sem espaços com as ktups 
mais semelhantes, efectuando posteriormente o alinhamento com espaços, calculando o 
alinhamento local óptimo com a pontuação optimizada. Nesta última fase, o algoritmo 
recorre à programação dinâmica, numa versão modificada do algoritmo de Needleman-
Wunsch, para permitir efectuar o alinhamento das zonas similares de maior pontuação, 
possibilitando assim, inserções e remoções [85]. 
A Figura 3.8 ilustra o processo de construção de alinhamentos, nas suas diversas fases. 
 
Figura 3.8: Esquema de funcionamento do Algoritmo FASTA na detecção de alinhamentos [109] 
(a) procura inicial das zonas similares; (b) aplicar a matriz de pontuação PAM, mantendo as 
pontuações mais altas anteriormente obtidas; (c) juntar os alinhamentos obtidos de maior pontuação, 
ignorando os que não são susceptíveis de produzir alinhamento, (d) utilização de programação 
dinâmica para optimizar os alinhamentos numa faixa de segmentos de maior pontuação. 
Um dos problemas descrito na literatura associado ao algoritmo FASTA, tem a ver com o 
facto deste algoritmo apenas operar sobre a região de maior pontuação. Por esse motivo, 
poderá ignorar zonas com repetições, bem como outras zonas semelhantes com elevada 
pontuação caso estas não estejam incluídas na região de maior pontuação [109]. 
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Actualmente o FASTA é também um formato de ficheiros de dados de genomas, 
proteomas entre outros, mantendo no entanto um conjunto de ferramentas que concorrem 
directamente com as aplicações similares existentes no BLAST. Embora os algoritmos 
BLAST sejam considerados mais rápidos do que os algoritmos implementados no pacote 
FASTA actual, estes conseguem em geral obter melhores resultados, em determinadas 
circunstâncias. O pacote de ferramentas do FASTA inclui também uma implementação do 
algoritmo Smith-Waterman (SSearch) permitindo assim efectuar alinhamento locais 
completos [86]. 
3.4.6 BLAST 
O algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), desenvolvido por Altschul em 
1990 e publicado em [70], é actualmente utilizado num conjunto de ferramentas Web 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ou no formato standalone executável, estando 
também disponível como serviço Web na página do NCBI. Surgiu como uma resposta 
mais eficiente, relativamente a outros algoritmos, nomeadamente o FASTA [85]. 
Em 1997 foi disponibilizada a versão 2.0 consideravelmente mais rápida que a original e 
que permite trabalhar com gaps (espaços) - daí a designação de Gapped BLAST [110]. O 
BLAST é caracterizado por recorrer a heurísticas ao invés de utilizar processamento por 
pesquisa completa e exaustiva. Por esse motivo, os algoritmos implementados com base no 
BLAST poderão não devolver a melhor solução, mas produzem soluções aproximadas em 
tempo útil. 
O algoritmo resulta de uma versão modificada do algoritmo apresentado por Smith e 
Waterman em [69] e é actualmente o principal software de referência na área da biologia 
molecular [110]. 
A título de curiosidade, uma consulta no PUBMED Central5 sobre BLAST devolve mais 
de 45.000 artigos. 
O BLAST é um algoritmo word based, ou seja, funciona com base em palavras designadas 
por seeds. Por defeito o comprimento da palavra é de 11 símbolos para nucleótidos e 3 
                                                 
 
5 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc?term=BLAST 
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para aminoácidos, embora possa ser parametrizado para outro valor. Esse parâmetro tem 
influência directa na precisão da ferramenta, uma vez que o comprimento da palavra, valor 
associado à variável que mede a tolerância (T - threshold), possibilita a detecção de 
palavras aproximadas (Figura 3.9). A correcta definição desse parâmetro permite que a 
ferramenta detecte com maior precisão as inserções, remoções e substituições. 
Pesquisa de palavra de tamanho 3 
sequência: ...GSVEDTTGSQSLLASTGSVVSPQGQRLIEVEDATTGSQSLLASSTNKMATNKMASTGS... 
 
 
 
Palavras 
próximas e 
 respectivas 
 pontuações 
 
 PQG 18 PEG 15 
PRG 14 
PKG 14 
PNG 13 
PDG 13 
PHG 13 
PMG 13 
PSG 13 
 
 
 
 
 
 
 
Tolerância de 
pontuação 
(T=13) 
 
 
PQA 12 
PQN 12 
… 
 
        Query:    325  LASTGSVVSPQGQRLIEVEDATTGSQSLLASSTNKMATNK 365 
                       L++  S+ SP G  ++E+ D+ T +Q++ +++    A    
        Sbjct:    290  LSALESLKSPMGSVILELLDSLTETQTVTSATLQTQALQN 330 
Par de segmentos de melhor pontuação (HSP) 
Figura 3.9: Esquema de funcionamento do BLAST  na detecção dos pares de segmentos de 
melhor pontuação 
(Fonte: adaptado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/BLAST_algorithm.html) 
A principal estratégia do algoritmo passa por procurar alinhamentos em pares de 
segmentos de resíduos (aminoácidos ou nucleótidos) que possuam à partida pares de 
subsequências com pontuação mínima igual à tolerância T. Após a detecção dessas 
sequências, o algoritmo efectua o varrimento à esquerda, e à direita, de forma a encontrar o 
par de maior pontuação (HSP). Para a pontuação, no caso de se tratar de sequências de 
DNA foi usado inicialmente o valor 5 para nucleótidos iguais e -4 para nucleótidos 
diferentes, podendo no entanto ser usada outra pontuação. Para aminoácidos, é usada por 
defeito a matriz BLOSUM62, mas podem ser usadas outras da mesma família, assim como 
matrizes da família PAM [70]. Após a execução do algoritmo são apresentadas as regiões 
alinhadas com a indicação das zonas que possuem um grau elevado de emparelhamento, 
sendo designadas de HSP (High-scoring Segment Pair), tendo associado a cada pontuação 
o respectivo e-value (E). Este representa o valor esperado de HSPs, para uma determinada 
pontuação S e é calculado pela fórmula: 
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E = Kmne-S  
Nesta fórmula, K e  são factores de escala que permitem ajustar o cálculo à dimensão da 
amostra ao sistema de pontuação utilizado, m e n são os comprimentos das duas 
sequências de base. O e-value depende do tamanho da base de dados a pesquisar, pelo que 
quanto maior for a base de dados maior será a sua precisão, uma vez que o volume dos 
dados da amostra também será maior [103]. Na segunda versão, foram introduzidos 
melhoramentos quer ao nível do desempenho, quer ao nível da eficácia, estando 
actualmente disponível no NCBI diversas implementações distintas do BLAST, algumas 
delas altamente especializadas, conforme podemos verificar na Tabela 3.5. 
Tabela 3.5: Diversas aplicações do BLAST 
Aplicação 
Sequência de 
entrada 
Base de 
dados 
Descrição 
BLASTn Nucleótidos Nucleótidos 
Utiliza-se quando se pretende procurar sequências 
homólogas à sequência de entrada, na base de 
dados de nucleótidos. 
BLASTx Nucleótidos Proteínas 
Converte automaticamente a sequência de 
nucleótidos para aminoácidos e procura numa base 
de dados de proteínas. 
tBLASTx Nucleótidos Nucleótidos 
Traduz a sequência para aminoácidos e procura 
numa base de dados de aminoácidos construída 
previamente a partir das sequências de nucleótidos. 
BLASTp Proteínas Proteínas 
Utiliza-se quando se pretende procurar sequências 
homólogas em que a sequência de entrada e a base 
de dados são proteínas. 
tBLASTn Proteínas Nucleótidos 
Procura por sequências de proteínas em bases de 
dados construídas a partir de sequências de 
nucleótidos convertidos automaticamente para 
aminoácidos. 
O primeiro melhoramento resulta do facto da versão inicial apenas “olhar “ para cada par 
isolado de alinhamentos detectados com pontuação superior ou igual a T, seguindo-se o 
varrimento da zona adjacente até encontrar a zona de maior pontuação. 
Nesta nova versão esse conceito é estendido para cada dois pares de alinhamentos não 
sobrepostos e à mesma distância. O algoritmo verifica se estes estão dentro de uma zona de 
elevada pontuação da mesma forma, mas reduzindo o tempo de execução. A segunda 
modificação trata da inserção de espaços entre resíduos. Este melhoramento foi conseguido 
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pela introdução do espaço (gap) como sendo o 21º símbolo no dicionário para uma 
sequência de aminoácidos [110]. 
De seguida, utilizando programação dinâmica determina os alinhamentos de maior 
pontuação. Por último, os autores do algoritmo BLAST, nesta segunda versão, utilizando o 
conceito de iteração sobre o BLAST introduziram a possibilidade dos resultados obtidos 
nas análise efectuadas poderem vir a ser reutilizadas, construindo uma matriz de pontuação 
com base nesses dados. Essa matriz servirá então de entrada para uma nova iteração do 
algoritmo. Essa versão modificada é designada por PSI-BLAST (Position Specific Iterated 
BLAST) [110]. 
O algoritmo BLAST é também disponibilizado em diversas frameworks e plataformas 
(Windows, Unix, Linux, MacOS, etc…). Para além das versões disponíveis no sítio Web 
do NCBI, existem várias implementações livres que pretendem de alguma forma mostrar-
se como alternativas em termos de desempenho, entre as quais o mpiBLAST [111] que 
recorre a processamento distribuído, o CUDA-BLASTP[112] que utiliza a tecnologia 
CUDA desenvolvida pela Nvidia para acelerar cerca de 10 vezes a execução do NCBI-
BLAST e uma implementação da Mitrion-C Open Bio Project [113] que tira partido de 
FPGAs (Field Programmable Gate Array) para acelerar o processamento do BLAST. 
Existem também versões comerciais, apresentando conceitos inovadores e altos níveis de 
especialização e optimização, nomeadamente o AB-BLAST [114], que resulta da aquisição 
dos direitos do WU-BLAST26 por parte da empresa Advanced Biocomputing, LLC, 
propriedade de Warren Gish, um dos criadores do BLAST original. O Tera-BLAST [115] 
é outra framework comercial que implementa uma versão do BLAST bem como outros 
algoritmos e que recorre também a FPGAs para acelerar o processamento dos algoritmos 
recorrendo à computação paralela [116]. 
                                                 
 
6 http://blast.wustl.edu/ 
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3.5 Algoritmos de detecção de padrões em sequências 
genómicas 
O desenvolvimento de algoritmos para detecção de padrões em cadeias de texto teve 
origem nos finais da década de 60, início de 70. Em 1968 Ken Thomson, um dos 
inventores do sistema operativo UNIX, apresentou um algoritmo para pesquisas de 
expressões regulares em texto [117]. Esse algoritmo foi utilizado como parte de um 
compilador, servindo para analisar texto e reconhecer as instruções que deveriam ser 
traduzidas para linguagem máquina. Estava dado o primeiro passo no reconhecimento de 
subsequências de texto. No entanto, o primeiro algoritmo para pesquisa de sequências, 
reconhecido como tal, foi apresentado por James Morris Jr. e Vaughan Pratt em 1970, 
tendo ficado conhecido pelo algoritmo Morris-Pratt [118]. Este algoritmo tinha como 
função encontrar num texto as ocorrências de uma determinada sequência de caracteres. 
Atendendo à grande variedade de algoritmos existentes para a detecção de padrões em 
sequências genómicas, por razões históricas irão ser de seguida apresentados os algoritmos 
que marcaram de alguma forma o reconhecimento de padrões. Muitas das aplicações que 
actualmente são utilizadas com essa finalidade resultam de versões modificadas desses 
algoritmos. 
3.5.1 Algoritmo Brute-force 
Na sua forma mais simples, a solução Brute-force para encontrar ocorrências de um 
determinado padrão dentro de uma sequência de texto, passa simplesmente pela 
comparação do padrão p com subcadeias de S em posições sucessivas na sequência S. 
Este processo requer que o texto de entrada seja comparado símbolo a símbolo, iterando 
repetidamente a posição i de p, para cada posição j de S. Dessa forma o processo torna-se 
bastante moroso para sequências longas, dependendo também do número de símbolos do 
padrão. 
Como se pode verificar na Figura 3.10, acontece nesse algoritmo o que se designa por 
backtracking, ou seja por cada símbolo que não coincide, o algoritmo volta à posição onde 
tinha iniciado a comparação acrescido de uma unidade (S[j+1]). 
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Algorithm Brute_force 
Input: text S, pattern p 
Output: initial position for each  
  occurrence of p  
m  Length(s) 
n  Length(p) 
For j = 1 To m - n 
    For i = 1 To n 
        If p[i] <> s[i+j] Then 
            Break 
        End If 
    End For 
    If i > n Then Output j+1 
End For 
 
Figura 3.10: Algoritmo Brute.force para detecção da localização de padrões num texto 
Como será de esperar, o seu desempenho é bastante baixo. Este método tem uma 
complexidade em tempo de execução de O(mn), sendo m e n os comprimentos da 
sequência e do padrão respectivamente [119]. 
3.5.2 Algoritmo KMP 
Em 1977 foi publicado por Knuth, Morris e Pratt um novo algoritmo, baseado no algoritmo 
criado por dois dos autores (Morris e Pratt), designado por KMP, que localiza num 
determinado texto todas as ocorrências de uma dada sequência de caracteres [120]. A partir 
daí, várias versões foram implementadas com a introdução de diversos refinamentos. 
A ideia que está por detrás do algoritmo é evitar o backtracking numa sequência de texto 
S, mesmo quando ocorre uma não correspondência (mismatch) entre o símbolo do padrão 
p e o símbolo do texto, de forma a aproveitar a informação que é conhecida até esse 
momento. A sequência de texto é processada sequencialmente da esquerda para a direita. 
Quando a comparação de uma subcadeia falhar no símbolo p[j], haverá j-1 símbolos 
anteriores que serão conhecidos uma vez que as correspondências até então, são 
representadas por p[1..j-1]. O conhecimento dessa situação pode ser explorada para 
determinar o deslocamento do padrão para a direita de forma a tentar-se encontrar uma 
nova correspondência completa do padrão p em S. 
A tabela criada inicialmente por Morris e Pratt (mpPre) foi fundamental para esse 
processo, guardando precisamente o índice de deslocamento para uma nova comparação., 
Com base num refinamento desse algoritmo, os autores criaram um novo algoritmo 
texto:  aatcgaattagacgatagctagatg 
Padrão: gaattag 
1ª it. 
  gaattag 
2ª it. 
   gaattag 
3ª it. 
    gaattag 
4ª it. 
     gaattag 
5ª it. 
      gaattag 
retorna 5 (posição do padrão) 
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(KMP), que se distingue do inicialmente apresentado, precisamente na fase de criação da 
tabela, conforme indicado na Figura 3.11A e na Figura 3.11B. 
Algorithm mpPre 
Input: p, n 
Output: table mpNext 
i  0   A) 
j  -1 
mpNext[0]j 
While i < n 
 While j > -1 And p[i] <> p[j] 
  j  mpNext[j] 
 End While 
 {create pre-processing table} 
 i  i + 1 
 j  j + 1 
 mpNext[i]  j 
End While 
 
Algorithm kmpPre
Input: p, n 
Output: table kmpNext 
i  0   B) 
j  -1 
kmpNext[0]j 
While i < n 
 While j > -1 And p[i] <> p[j] 
  j  kmpNext[j] 
 End While 
 {create pre-processing table} 
i  i + 1 
j  j + 1 
If (p[i] = p[j])Then 
 kmpNext[i]  kmpNext[j] 
Else 
 kmpNext[i]  j 
End If 
End While 
Algorithm KMP 
Input: text S, pattern p 
Output: initial position for each occurrence of p  
C)       i  1 
m  Length(s) 
n  Length(p) 
Perform xPre(p,n) 
For j = 1 To n 
  While i > -1 And p[i] <> s[j] 
   i  xNext(i) 
  End While 
  i  i + 1 
  If i >= m Then 
   Output j - i 
   i  xNext(i) 
  End If 
Next 
 
Figura 3.11: Algoritmos de Knuth, Morris and Pratt; 
A) Algoritmo de pré-processamento de MP; B) Algoritmo de pré-processamento de KMP; C) Algoritmo 
KMP que recorre a uma das funções anteriores 
A Figura 3.11 ilustra de uma forma simplificada as diferenças entre as tabelas mpPre, 
presente no algoritmo original de Morris & Pratt, e a kmpPre presente no algoritmo KMP. 
Se no algoritmo descrito na Figura 3.11 com a designação KMP se modificar a designação 
da tabela xNext para mpNext e a invocação do algoritmo xPre para mpPre, a 
implementação resulta no algoritmo MP original, se for utilizada a tabela kmpNext e o 
algoritmo kmpPre, estaremos a implementar o algoritmo KMP, que constitui um 
refinamento do anterior [120]. 
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Em termos de desempenho, o algoritmo tem complexidade O(n) na fase de pré-
processamento e O(m+n) na fase de pesquisa de ocorrências [119]. 
A proposta original do KMP continha uma falha, pelo que algumas versões acabaram por 
se distinguir, nomeadamente o algoritmo MPS da autoria de Imre Simon, que foi publicado 
no ano de 1994 em [121], tendo por base as conclusões do estudo apresentado em 1989 
[122]. 
3.5.3 Estruturas baseadas em Sufixos  
Em 1973, Weiner apresentou uma série de algoritmos que vieram contribuir decisivamente 
para evolução dos sistemas de informação, nomadamente no campo das bases de dados e 
na detecção de padrões em textos. Em [123] o autor apresentou pela primeira vez o que 
designou por estrutura de dados em árvores binárias (bi-tree), mostrando uma aplicação 
desses mesmos algoritmos na detecção de padrões. Nesse artigo, o autor introduz novos 
conceitos que actualmente estão na base do reconhecimento de padrões de repetição 
(motifs), nomeadamente as árvores de sufixos e de prefixos. 
O algoritmo parte do princípio de que qualquer cadeia de texto S pode ser dividida em 
sufixos. De facto, se S=S1S2…Sn, qualquer subcadeia de S, S’=Si,Si+1…Sn é um sufixo de S. 
Facilmente se estabelece uma analogia para os prefixos, pelo que apenas nos iremos 
centrar num dos casos – árvore de sufixos. 
No algoritmo de Weiner o texto é processado da direita para a esquerda, e a pesquisa 
inicia-se a partir sufixo mais completo. 
Em termos de complexidade, assumindo um dicionário de símbolos fixo, a construção da 
árvore de sufixos é efectuada em O(n), onde n representa o tamanho da sequência [119]. 
Na Figura 3.12 apresenta-se um algoritmo simplificado para a criação da árvore de sufixos 
de acordo com o método básico proposto por Weiner. 
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Algorithm Create_SuffixTree 
Input: String S 
Output: Suffix Tree T 
n  Length(S) 
Create Tree T, with node V1={(root, S[1])}, Edge E1={(root, S[1])} and 
Label(S[1])= S[1] 
For i = 2 to n 
  For j = 1 to i-1 
  U  S[j..i–1] 
  If (not exist connection to S[i] from u) Then 
   If (u is Leaf) Then 
    u  Concatenate u with S[i] 
         Else 
    Insert new Leaf w  S[j..i] 
    Insert new Edge (u, w) with label S[i] 
   End If 
  End If 
 End For 
End For 
 
Figura 3.12: Algoritmo para criar a árvore de sufixos baseado numa estrutura de ponteiros [119] 
A árvore de sufixos apresentada por Weiner e mais tarde refinada por McCreight [124], 
tem as seguintes características (exemplo na Figura 3.13): 
 A árvore contém um nó designado root, com n folhas; 
 Cada aresta é rotulada por um subcadeia de S; 
 As arestas que saem de um vértice devem ter rótulos com prefixos diferentes; 
 Cada folha corresponde a um sufixo de S. 
O algoritmo original proposto por Weiner sofreu várias alterações desde a sua versão 
inicial, sendo as mais relevantes as propostas de McCreight [124], que apresentou uma 
redução em cerca de 25% de espaço de memória no algoritmo proposto, designado por 
algoritmo M e uma proposta apresentada por Ukkonen baseada numa versão modificada do 
algoritmo existente para construção de árvores de palavras [125]. McCreight introduziu o 
conceito de suffix link, passando a árvore a conter pontos de ligação, reduzindo o espaço de 
memória necessário para construir a árvore. 
Por sua vez, Ukkonen apresentou uma solução baseada em Tries (árvores de palavras em 
que cada símbolo representa um nó), adaptando-o para Suffix Tries. Para esse efeito 
recorreu a uma estrutura quadrática de apontadores que, embora mais pesada em termos de 
estrutura, acelera a pesquisa na árvore [125]. 
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Figura 3.13: Passos para a construção da árvore de sufixos da sequência CCTTTA 
Este método efectua a leitura da esquerda para a direita, ao passo que o método 
apresentado por McCreight constrói a árvore por ordem decrescente do tamanho dos 
sufixos [124]. Embora não esteja presente na cadeia de texto sobre a qual se calculam os 
sufixos, a proposta inicial de Weiner contempla a inserção no final de cada sufixo, do 
símbolo “$”, indicando o término do sufixo [119]. 
Contudo, a utilização de árvores de sufixos não é de todo económica, uma vez a estrutura 
de dados associada à árvore implica que cada nó na árvore tenha de armazenar informação 
sobre as ligações aos nós superiores (“pai”) bem como sobre os nós inferiores (“filhos”) 
para além da informação de texto. 
Mesmo as melhores implementações de árvores de sufixos exigem aproximadamente 15,4 
bytes por nó, o que, para armazenar por exemplo os dados pré-processados do genoma 
humano se traduziria na necessidade de aproximadamente 46GB de dados [83]. 
Uma solução mais económica foi apresentada por Manber e Myers em 1990, usando 
programação dinâmica e arrays de sufixos, um algoritmo com complexidade linear O(n). 
A fase de pesquisa é facilitada pelo facto da matriz de sufixos estar ordenada por ordem 
alfabética crescente, cuja complexidade é dada por O(nlogn) [126]. O princípio subjacente 
à construção da matriz é idêntico à construção da árvore de sufixos, sendo efectuada a 
leitura da direita para a esquerda, evitando contudo a estrutura de ponteiros. 
   P1    P2       P3      P4 
 
 C CC        C       T                     C      TT 
 
           CT       T   CTT    TT 
 
 
 
    P5       P6 
 
     C     TTT   C  
T  
  A 
        CTTT      TTT              CTTTA     TTTA 
                 
T       A 
 
             TA A 
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3.5.4 Algoritmo de Aho–Corasick 
Em 1975, Aho e Corasick apresentaram em um algoritmo inovador face ao algoritmo 
Morris-Pratt para encontrar sequências de texto, especialmente vocacionado para a 
pesquisa bibliográfica, recorrendo a um conjunto de palavras-chave [127]. 
O algoritmo recorre à construção de uma máquina de estados (Figura 3.14), em que numa 
única passagem consegue encontrar todas as ocorrências de um conjunto finito de 
sequências (palavras-chave). 
 
i   1  2  3  4  5  6  7  8  9 
f(i)   0  0  0  1  2  0  3  0  3 
 
i output(i) 
2 
5 
7 
9 
{he} 
{she, he} 
{his} 
{hers} 
Figura 3.14: Exemplo da máquina de estados 
A) função Goto e a tracejado a transição failure; B) função failure; C) função Output [127] 
O algoritmo apresentado necessita de um conjunto finito de palavras (X={x1, x2, …, xm}) 
as quais designou de palavras-chave, bem como de uma sequência de texto S. A chave do  
problema passa por localizar e identificar em S todas as palavras-chave que estão em X. 
Para isso, utiliza um autómato que recebe como entrada o texto em S e gera uma saída 
contendo as posições em S onde alguma das palavra-chave aparece como subsequência. 
Nessa fase de pesquisa a complexidade de tempo é dada por O(n) onde n representa o 
comprimento de S [127]. 
A fase de construção do autómato é feita em duas etapas. A primeira etapa consiste em 
construir, a partir do conjunto X, a máquina de estados, numa abordagem idêntica à do 
0 1 2 9 8
7 6 
3 4 5 
[h, s] 
    h            e       r             s 
    
    i  
      s 
     
     s 
     h            e 
A) 
B) 
C) 
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algoritmo KMP. A última fase é a construção de um autómato finito determinístico a partir 
da máquina de estados, onde as transições que não possuem correspondências, vão para o 
estado zero. 
A Figura 3.14 representa a máquina de estados para o conjunto finito de palavras X={“he”, 
“she”, “his”, “hers”}. 
O algoritmo de pesquisa recorre a duas funções previamente construídas: a função de 
detecção de falha (failure), a função de deslocação de um estado para outro (goto) e a 
função de saída do estado (output) [127]. A figura 3.15 mostra o algoritmo principal do 
método, recorrendo às funções anteriormente identificadas. 
Algorithm Pattern_Matching_machine 
Input: String S[s1s2…sn]where each si is an input symbol 
Pattern matching machine M with goto function g, 
failure function f and output function output 
Output: Locations at which keywords occur in S 
 
 {Note: For disambiguation with output function, Print } 
 {       will be an alias to standard Output primitive.} 
 
n  Length(S) 
state  0 
For i = 1 to n 
 While g(state,si)=fail 
  state  f(state) 
 End While 
 state  g(state,si) 
 If output(state) <> empty Then 
  Print i 
  Print output(state) 
 End If 
End For 
 
Figura 3.15: Algoritmo de máquina de pesquisa de padrões [127] 
Este algoritmo serviu de inspiração para o algoritmo apresentado por Ukkonen, 
nomeadamente pela implementação de árvores de sufixos de Tries [119]. 
3.5.5 Boyer-Moore 
Bob Boyer e Strother Moore desenvolveram um algoritmo que ficou conhecido por 
“Boyer-Moore Algorithm” [128]. Esse algoritmo baseou-se numa estratégia completamente 
diferente dos algoritmos publicados até à data (Figura 3.16). 
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Partindo da posição no texto igual ao comprimento do padrão, o algoritmo verifica se o 
símbolo no texto é igual ao último carácter do padrão. Se for igual, verifica para trás se os 
outros símbolos coincidem, efectuando o varrimento da zona passível de conter o padrão.  
Aplicando sucessivamente esse princípio na sequência de texto em análise, para um padrão 
específico é possível detectar as ocorrências desse padrão no texto (Figura 3.17). 
Pelo facto de que o posicionamento no texto depende do tamanho do padrão a pesquisar, o 
algoritmo apresenta uma característica particular – quanto maior for o padrão mais rápido é 
o algoritmo a encontrá-lo. 
Algorithm Boyer_Moore 
Input: text S, pattern p 
Output: number of occurrence of p inside S 
i  1 
m  Length(p) 
n  Length(s) 
d  Number of different symbols {dictionary} 
    {pre-processing of pattern p} 
For i = 1 to d 
  Last[i]  0 
End For 
For i = 1 to m 
  last[indexOf(p[i])]  i 
End For 
    {searching pattern p inside text S} 
occors  0; 
k  m 
While (k <= n) 
  i  m  
  j  k 
  While (i >= 1 and p[i]=s[j]) 
   i  i-1 
   j  j-1 
  End While 
  If (i < 1) Then occur  occur +1 
  if (k = n) Then break 
  k  k+m-last[indexof(s[k+1])]+1 
End While 
Output occur 
 
Figura 3.16: Algoritmo original de Boyer-Moore [128] 
Para além da implementação exemplificada na Figura 3.17, os autores efectuaram diversas 
modificações, entre as quais a independência do conhecimento prévio do “alfabeto”. 
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Figura 3.17: Esquema do funcionamento do algoritmo Boyer-Moore [129] 
Essas pequenas modificações tornaram o algoritmo um pouco mais eficiente. A 
complexidade do algoritmo é de O(mn) no pior caso, onde m e n representam o número de 
símbolos do padrão e do texto respectivamente. No entanto, se ao algoritmo forem 
introduzidas modificações, nomeadamente com recurso a modelos heurísticos introduzidos 
por Galil (Algoritmo BMG) consegue-se uma complexidade de O(n) [129]. 
3.5.6 Karp-Rabin 
Em 1987, Richard Karp e Michael Rabin publicaram um algoritmo que é conhecido por 
“Karp-Rabin Algorithm”, recorrendo a tabelas de Hashing [130]. O princípio é simples: a 
cada sequência de texto é atribuído um número resultante de uma função de síntese. Se 
uma subsequência de texto tiver o mesmo número de hash, que o padrão em estudo, então 
é porque são iguais. O algoritmo recorre à função hash que efectua o cálculo de um valor 
numérico atribuído à sequência de entrada. A função pode ser calculada de diversas 
formas, tendo como entradas a sequência sobre a qual se pretende calcular o valor. Na 
Figura 3.18, a variável b representa o número de elementos do dicionário (por exemplo, 4 
para nucleótidos e 20 para aminoácidos). 
Para evitar erros de overflow para valores de m (número de símbolos de p) grandes, 
recorre-se à função x Mod y (resto da divisão inteira de x por y) em que y é representado 
neste caso, por um número primo bastante grande.  
No entanto, a função Hash utilizada inicialmente era calculada com base na seguinte 
fórmula: 
xi=pibm-1 + pi+1bm-2 + … + pi+m-1 (3.1) 
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Algorithm hash 
Input: Text p, integer pr  {parameter pr must be a large prime number} 
Output: integer hash  {integer value computed from formula } 
m  Length(p) 
b  4            {#{A, C, T, G} dictionary of nucleotides } 
hash  0  
pow  1 
For i = m - 1 To 0 Step -1 
    hash  hash + (pow * indexOf(p[i+1])) 
    hash  hash Mod pr 
    pow  pow * b 
    pow  pow Mod pr 
End For 
Return hash 
 
Algorithm karp_rabin 
Input: text S, pattern p 
Output: position for each occurrence of p inside S 
m  Length(p) 
n  Length(S) 
hp  hash(p) 
hs  hash(S[1..m]) 
For i = 1 To n - m + 1 
    If hs = hp Then Output i 
  hs = hash(S[i+1..m+i+1]) 
End For 
 
Figura 3.18: Algoritmo de Karp-Rabin e a função de Hashing [129] 
Na fórmula, p representa uma qualquer sequência de texto iniciada na posição i de S 
(sequência de texto global), com m caracteres e b é o número de caracteres do alfabeto 
utilizado. 
Cada símbolo é então mapeado para o respectivo valor de ordem relativamente ao alfabeto, 
por exemplo em texto normal, usa-se o código ASCII de cada símbolo). Na análise 
sequencial do texto por pequenas subsequências, existe a deslocação em cada iteração de 
um símbolo da esquerda para a direita, pelo que a fórmula (3.1) pode ser reescrita para a 
seguinte versão: 
xi+1=pi+1bm-1 + pi+2bm-2 + … + pi+m  
 xi+1= xib - pibm+ pi+m 
A Figura 3.19 esquematiza a forma de funcionamento do algoritmo que recorre a esta 
fórmula. 
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Figura 3.19: Exemplo de cálculo de hash sequencial usando Shift à esquerda 
Nesta nova fórmula, o cálculo do valor de hash da sequência seguinte é recursivamente 
calculado com base do valor da sequência anterior. Posteriormente efectua-se o 
deslocamento à esquerda num dígito, seguido da eliminação do dígito mais à esquerda e 
adicionando o índice do símbolo seguinte à direita. 
Para valores muito grandes de m, dependendo também do tamanho do alfabeto, o resultado 
pode traduzir-se num número enorme, podendo originar erros de overflow, pelo que a 
fórmula foi modificada para recorrer à operação Mod, conforme ilustrado no algoritmo 
hash da Figura 3.18.  
A título de exemplo, pode-se observar na Figura 3.20 o resultado de execução do algoritmo 
sobre a sequência S=AACACTTAAACTATCTAAATGT e o padrão p=ACT. 
U = {A, B, C, D, E, K, L, M, N, T} 
           1    2    3    4    5    6   7    8     9   10 
      M=3  b=10 
 
    S = AACACTTTAACCTAT… 
 
 
hash(“AAC”)  113    hash(“ACA”)  131 
        113 
        130 
      130 + índice(“A”) 
         131 
 
Cada símbolo é mapeado para 
o respectivo índice A 1, B 2, … 
Deslocamento de um 
dígito à esquerda 
Adiciona‐se o índice do 
símbolo que vem a seguir 
<<
1 
2 
21 
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Padrão: ACT   HASH: 28 
Nº Primo utilizado: 55589 
Sequência:      AACACTTAAACTATCTAAATGT 
 
  HASH s:22 
   HASH s:25 
    HASH s:38 
     HASH s:28 
     Match:4 
      HASH s:52 
       HASH s:81 
              HASH s:69 
               HASH s:21 
                HASH s:22 
                 HASH s:28 
                  Match:10 
... 
 
Figura 3.20: Exemplo de funcionamento do algoritmo de Karp-Rabin 
No entanto, este método não está isento de erros, sendo documentado em [131], várias 
situações em que se obtém o mesmo código hash para sequências diferentes, podendo 
originar falsos positivos. De forma a evitar ao máximo essas situações, o número primo 
escolhido para a fórmula, deve ser o mais próximo possível do maior inteiro que o sistema 
pode representar [132].  
Ao nível da complexidade o algoritmo executa em termos globais em O(mn) nos piores 
casos, em O(m) na fase de pré-processamento e em O(m+n) na fase de comparação, 
dependendo do número primo escolhido para o algoritmo. Se no algoritmo for incluída a 
condição de comparação do padrão com a sequência de texto em cada iteração (incluída no 
algoritmo2 e no algoritmo3 originais), elimina-se a possibilidade de existência de falsos 
positivos, mas aumenta obviamente a complexidade [129, 132]. 
3.6 Sumário 
Com o evoluir da tecnologia, nomeadamente ao nível do hardware, da descodificação 
massiva de genomas e da disponibilização on-line de bases de dados, o volume de dados 
contendo informação genómica disponível na Internet cresceu de uma forma abrupta nos 
últimos anos. Diversas instituições (NCBI, EBI, CIB-DDBJ, etc.) que foram descritas neste 
capítulo, tomaram a iniciativa de assegurar que os dados processados, resultantes da 
sequenciação dos genomas ficassem disponíveis a nível global. Essas enormes bases de 
dados, algumas delas redundantes, distribuídas pelos diversos continentes, revelaram-se 
uma porta aberta para novas descobertas científicas. Dessa forma, contribuíram 
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decididamente para a evolução do conhecimento, constituindo a referência a nível mundial 
no campo da genómica. 
Perante o volume de dados disponível, rapidamente se constatou que eram necessárias 
ferramentas informáticas para efectuar alinhamentos de sequências biológicas, tendo 
surgido implementações modificadas de algoritmos já existentes, mais eficientes, bem 
como outras baseadas em modelos heurísticos. Pese embora o facto de não serem tão 
eficazes como os algoritmos exaustivos, essas implementações, como o CLUSTAL, 
FASTA e BLAST, revelaram-se perfeitamente à altura tendo correspondido às 
expectativas dos investigadores que as passaram a utilizar regularmente, estando hoje 
presentes em múltiplas implementações disponíveis na Internet. 
Pela relevância histórica dos algoritmos de detecção de padrões em sequências, neste 
capítulo resumiram-se os mais influentes para esse efeito. Esses algoritmos estão na base 
da implementação de aplicações modernas. Pese embora o facto de alguns deles terem sido 
desenvolvidos na década de 70, mantêm-se actuais e perfeitamente implementáveis na 
detecção de padrões em sequências genómicas, ainda que alguns tenham sido ligeiramente 
modificados de forma a serem mais eficientes. 
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Capítulo 4 
4 Análise de Tripletos de Codões e de Aminoácidos 
4.1 Introdução 
A análise das estruturas primárias dos organismos - codões - só passou a ser possível após 
a sequenciação dos genomas. Actualmente são muitos já os organismos que possuem o 
genoma completamente descodificado. 
Com a massificação de genomas descodificados, diariamente são disponibilizados junto da 
comunidade científica novas versões de genomas, tornando a análise impossível sem o 
recurso às tecnologias de informação, a equipamento e a software dedicado, para atingir 
determinados objectivos.  
O volume de dados nesta área é de tal forma vasto que basta imaginar o genoma humano, 
composto por aproximadamente 3 Gbytes de dados. Tentar analisar o genoma do ponto de 
vista global é uma tarefa complexa a tecnologia actual [133]. Daí que essa análise seja 
efectuada normalmente sobre determinados genes, ou apenas sobre a parte codificante 
(orfeoma). 
Num estudo realizado anteriormente apresentado em [41], analisou-se a influência que os 
contextos de codões, codões cuja posição estão entre n-i e n+i, têm sobre a tradução do 
codão na posição n. Esse trabalho centrou-se essencialmente na análise de pares de codões, 
tendo-se observado, que a ocorrência de um codão é influenciada pelos codões adjacentes. 
Mostrou apenas que certos codões, em determinados contextos, são fortemente 
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influenciados pelos respectivos codões subsequentes (3’), reprimindo a associação para 
com os antecedentes (5’). 
Os resultados obtidos catalisaram o surgimento de novas questões relativas à vizinhança 
dos codões, não apenas para os pares, mas para tripletos de codões e de aminoácidos. A 
questão colocada à partida, reflecte precisamente a necessidade de explorar com mais 
precisão o contexto de tripletos de codões, com especial incidência sobre fungos e interesse 
particular no organismo Candida albicans. 
No presente capítulo descreve-se uma proposta computacional que visa responder a esta 
questão. Serão descritas as diversas fases do ciclo de vida de desenvolvimento de software, 
desde a análise de requisitos, desenho, desenvolvimento e aplicação num caso de estudo. 
4.2 Análise de requisitos 
Sabendo que determinados organismos têm um comportamento ao nível da descodificação 
dos dupletos de codões, distinto de outros organismos genealogicamente próximos [41, 
134], levantou-se a hipótese de analisar esse comportamento ao nível de tripletos. Dessa 
forma pretendia-se avaliar a evolução do comportamento ao nível de tripletos. Através 
dessa análise poder-se-á observar se o enviesamento observado no estudo anterior 
aumentou ou se diminuiu. 
Além desse objectivo principal, foram definidos outros objectivos, nomeadamente: 
 Análise da influência que as grandes cadeias de repetições de codões e de 
aminoácidos têm sobre a análise geral dos genomas. 
 Análise das cadeias de repetição de codões e de aminoácidos iguais, para 
cada organismo, de forma a justificar a análise de tripletos. 
 Análise das cadeias máximas de repetição, quer em codões quer em 
aminoácidos, para cada organismo. 
 Análise das diferenças entre valores esperados e os valores obtidos. 
De realçar o facto de que o sistema deverá ser concebido para operar em dois cenários 
distintos. O primeiro cenário numa vertente de servidor, constituindo uma base de dados 
resultante do pré-processamento dos genomas/orfeomas presentes nas diversas fontes 
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referidas no capítulo anterior. O segundo cenário incide sobre a vertente de cliente Web, 
que utilizando os dados pré-processados, deverá disponibilizar uma interface para o 
utilizador, possibilitando o relacionamento de dados, construção de consultas 
parametrizadas, agrupamento de dados, etc. Em suma, acrescentar valor aos próprios 
dados, através da inferência de regras de associação entre estes. 
4.2.1 Requisitos funcionais do servidor 
Ao nível da definição de requisitos, o sistema proposto deverá apresentar diversas 
funcionalidade de forma a atingir os objectivos indicados, nomeadamente: 
 Contagens de tripletos de codões com/sem repetições. 
 Contagens de tripletos de aminoácidos com/sem repetições. 
 Normalização dos dados, determinado através de cálculos complementares 
os valores as probabilidades para cada codão/aminoácido em cada 
organismo e respectivos valores esperados. 
 Repetição das contagens anteriores ignorando as cadeias de repetição cujas 
ocorrências sejam superiores a três (é sempre considerado um tripleto). 
 Estabelecer as diferenças entre os resultados obtidos com o genoma 
completo quando comparado com os resultados obtidos ignorando as 
cadeias de repetição. 
 Encontrar as cadeias máximas de repetição de codões e de aminoácidos em 
cada organismo, atendendo a que podemos ter cadeias de codões diferentes 
que resultam no mesmo aminoácido. 
 Identificação para cada organismo das sequências totais de repetições de um 
mesmo codão de 1..n, onde n representa o valor máximo encontrado numa 
mesma sequência de um codão. 
 Identificação para cada organismo das sequências totais de repetições de um 
mesmo aminoácido de 1..n, onde n representa o valor máximo encontrado 
numa mesma sequência de um aminoácido. 
 Identificar para cada organismo, os genes (orfs), codões e o número de 
codões omitidos, cujas cadeias são ignoradas por possuírem comprimento 
da repetição superior a 3 codões. 
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 Analisar para cada organismo, os 10 tripletos de codões e de aminoácidos 
menos representativos em termos de diferença entre os valores esperados e 
os valores obtidos. 
 Analisar para cada organismo, os 100 tripletos de codões e de aminoácidos 
mais representativos. 
 Análise comparativa do tripletos que surgem associados aos aminoácidos 
LEU e SER. 
 Permitir a utilização de processamento em batch, possibilitando que sejam 
processados diversos ficheiros de dados em sequência de uma forma 
autónoma, que pode corresponder a um organismo (cromossomas) ou a 
organismos diferentes (orfeomas). 
O processamento batch, quando preparado para operar sobre os cromossomas de um 
mesmo organismo, deverá considerar a inclusão de uma opção que permita ao operador do 
sistema, definir se pretende que o resultado seja acumulado ou apresentado em separado. 
4.2.2 Casos de utilização do sistema de servidor 
Os dados a utilizar na aplicação dizem respeito apenas a orfeomas, pelo que requer à 
partida, a aplicação de regras de validação dos genes em estudo. Nesse sentido, deverão ser 
excluídos da análise de codões que vier a ser efectuada, os genes que verificam uma das 
seguintes condições e pela ordem indicada: 
 Não iniciados por ATG. 
 Comprimento do gene não é múltiplo de 3. 
 Não termina com TAA ou TAG ou TGA (codões de STOP). 
 Contém TAA ou TAG ou TGA sem ser no fim do gene. 
 Contém nucleótidos desconhecidos, indicados pela letra N. 
É um requisito fundamental que os algoritmos de análise de tripletos de codões e de 
respectivos aminoácidos em cada organismo, efectuem essa filtragem à partida, no 
momento de leitura do ficheiro, e que exiba no final o número de genes analisados, o 
número de genes considerados válidos e o nº de genes que foram ignorados, devendo 
mostrar nesse caso, as condições pelas quais foram excluídos. Essas condições fazem parte 
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da definição dos requisitos, sendo portanto incluídas na especificação dos casos de 
utilização principais (Figura 4.1). 
 
Figura 4.1: Diagrama de casos de utilização da componente executável (backoffice) 
De forma a ilustrar a interacção entre o utilizador do sistema e as funcionalidades, a Figura 
4.1 mostra o diagrama de casos de utilização em UML (Unified Modelling Language). 
O actor “Utilizador/administrador” neste diagrama representa um tipo de utilizador único 
do sistema. Sendo esta componente executada na vertente servidor, o utilizador é 
Utilizador/administrador 
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de aminoácidos 
Modificar relação  entre 
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simultaneamente um administrador do sistema pelo que não há necessidade de definir 
requisitos ao nível da segurança, para além dos requisitos assegurados pelo sistema 
operativo. 
O utilizador neste sistema começa por importar dados no formato FASTA, exclusivamente 
orfeomas, uma vez que a conversão para aminoácidos deverá ser efectuada internamente. 
Futuramente poderão ser considerados outros formatos de dados, devendo detectar 
automaticamente se o utilizador está a trabalhar com as bases azotadas de DNA (A, C. T, 
G) ou com as bases de RNA (A, C, U, G). 
Após a importação do ficheiro de dados, o processamento deve contemplar uma ou mais 
opções indicadas pelos casos de utilização principais: “Contagem de tripletos de codões”, 
“Contagem de tripletos de aminoácidos”, “Procurar cadeia máxima de codões”, “Procurar 
cadeia máxima de aminoácidos”, “Calcular as ocorrências de codões iguais agrupadas pelo 
número obtido” e/ou “Calcular as ocorrências de aminoácidos iguais agrupadas pelo 
número obtido”. 
O caso de utilização “Contagem de tripletos de codões” efectua a análise completa do 
orfeoma contando cada ocorrência do tripleto de codões com deslocamento de três 
nucleótidos. Poderá invocar o caso de utilização “Normalizar frequência relativa dos 
codões”, nesse caso o resultado das contagens deverá vir acompanhado dos resultados 
estatísticos, nomeadamente a frequência relativa, os valores esperados para cada tripleto, 
entre outros. 
A invocação do caso de utilização “Contagem de tripletos de aminoácidos” em tudo é 
idêntica, no entanto carece da invocação prévia do caso de utilização “Converter codões 
para aminoácidos” e em determinadas situações, da inclusão do caso de utilização 
“Modificar relação entre codões e aminoácidos”, de forma a evitar enviesamentos nos 
resultados. Atendendo ao facto de que para alguns organismos como por exemplo Candida 
albicans e Debaryomyces hansenii, o codão CTG/CUG, que normalmente codifica o 
aminoácido Leucina, nestes organismos codifica o aminoácido Serina [135-136], a 
inclusão do caso de utilização “Modificar relação entre codões e aminoácidos” permite 
manualmente ajustar a associação entre codões e aminoácidos. Pretende-se dessa forma 
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prevenir efeitos de propagação de erro, quer nesses casos, quer noutros casos que se 
venham a verificar posteriormente. 
Diversos organismos possuem no seu orfeoma sequências repetidas do mesmo codão, pelo 
que em qualquer um dos casos de utilização principais descritos anteriormente, o sistema 
deve possibilitar ao utilizador a opção de ignorar ou não essas repetições excluindo-as das 
contagens e dos restantes cálculos. 
De forma a obter-se informação adicional sobre o resultado do processamento, 
nomeadamente os genes que são excluídos, o sistema contempla a inclusão do caso de 
utilização “Gerar relatório de processamento” que deverá reportar gene a gene, entre outras 
situações, a ocorrência de erros, a exclusão de sequências de repetição superior a 3 
codões/aminoácidos, motivos de rejeição de genes e a localização das sequências repetidas. 
Os casos de utilização “Procurar cadeia máxima de codões” e “Procurar cadeia máxima de 
aminoácidos”, são invocados sempre que se pretende encontrar para cada codão e para 
cada aminoácido respectivamente, a maior sequência repetida no orfeoma. 
Por fim, os casos de utilização “Calcular as ocorrências de codões iguais agrupadas pelo 
número obtido” e “Calcular as ocorrências de aminoácidos iguais agrupadas pelo número 
obtido”, permitem ao utilizador obter informação adicional sobre as ocorrências de codões 
e aminoácidos respectivamente, em que estes surgem isoladamente ou agrupadas de 2..n, 
ou seja, o número de vezes que determinado codão/aminoácido aparece em dupletos, 
tripletos, quádruplos, até n-uplos, em que n representa o comprimento da maior sequência 
repetida. 
O processo de gravação de dados está implícito nos casos de utilização principais, uma vez 
que, dado o volume de informação resultante do processamento, não será possível manter 
os dados de outra forma. Para esse efeito, o sistema deve incluir essa funcionalidade num 
processo automático, para que o utilizador apenas necessite carregar o ficheiro do orfeoma, 
seleccionar de seguida os algoritmos que pretende que sejam executados e proceder à 
ordem de execução. A informação resultante, deverá estar num formato legível e 
facilmente importável para outras aplicações, nomeadamente bases de dados e folhas de 
cálculo. 
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4.2.3 Requisitos funcionais do cliente Web 
A componente Web do sistema deverá responder às solicitações que foram identificadas na 
preparação e no decorrer do projecto. No sentido de lhe dar solução, foram considerados 
diversos requisitos, nomeadamente: 
 Executar consultas simples para obtenção de informação por organismo, 
quer para tripletos de codões, quer para tripletos de aminoácidos. 
 Efectuar consultas parametrizadas por determinados codões ou aminoácidos. 
 Executar consultas mais elaboradas com cruzamento de informação extraída 
de várias fontes de dados. 
 Inclusão de restrições personalizáveis, em consultas avançadas. 
 Inclusão de funções de agregação (Máximo, Mínimo, Contagem, Soma, 
etc.). 
 Possibilitar a exportação dos resultados para um formato aberto (csv) e/ou 
outros formatos, comummente utilizados (tab, xls, etc.). 
 Possibilitar o registo de utilizadores através de uma subscrição. 
 Possibilitar a gestão de sessões de consultas para utilizadores registados. 
 Possibilitar a consulta de sessões previamente gravadas. 
De uma forma mais pormenorizada, a vertente Web é caracterizada por servir de base de 
disponibilização dos dados pré-processados de uma forma mais amigável, permitindo o 
estabelecimento de relações entre estes. A inclusão das diversas opções, de forma a 
responder aos requisitos deverá recorrer a uma base de dados num estado consistente, de 
forma a evitar erros durante a operação. 
O esquema conceptual da base de dados deverá basear-se no modelo de Data Warehousing 
[137]. Este modelo é considerado bastante eficiente, uma vez que para além de fornecer 
um ambiente de pesquisa com acesso rápido (processo de desnormalização, com 
diminuição de relações e campos calculados previamente para evitar o cálculo em tempo 
real), apresenta um excelente tempo de resposta para as consultas efectuadas. Estes 
aspectos são extremamente importantes, uma vez que o desempenho é frequentemente 
citado como um elemento chave para os biólogos [138]. 
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De forma a facilitar o desenvolvimento desta componente do sistema, desenvolveu-se o 
diagrama de casos de utilização para a vertente cliente Web, representado na Figura 4.2. 
 
Figura 4.2: Diagrama de casos de utilização da componente Web 
O actor principal do sistema “Utilizador Web” representa qualquer utilizador 
indiferenciado que aceda à plataforma via Internet. Desse actor derivam dois actores 
especiais “Utilizador registado” e “Administrador”. O utilizador que se regista no sistema 
pode gerir as suas sessões, criar e eliminar sessões e abrir sessões previamente guardadas 
no servidor. O administrador tem a seu cargo a responsabilidade de gerir as contas dos 
diversos utilizadores, podendo alterar ou eliminar para cada utilizador, as várias sessões 
que tenham sido criadas. 
Utilizador web 
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Gestão de  sessões
 pessoais
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No diagrama da Figura 4.2 podem-se observar diversos casos de utilização, sendo os 
principais “Execução de consultas simples”, “Execução de consultas avançadas”, “Gestão 
de sessões pessoais” e “Gestão de utilizadores”. O caso de utilização “Execução de 
consultas simples” deverá ser composto por uma série de instruções SQL previamente 
criadas no sistema, que permitirão ao utilizador rapidamente aceder aos dados existentes. 
Dada a grande variedade de consultas que poderão ser executadas, dependendo dos 
critérios de selecção, optou-se por apenas criar um caso de uso que representa a 
generalidade desse tipo de consultas. 
Quanto ao caso de utilização “Execução de consultas avançadas” este deverá implementar 
um construtor artificial de instruções SQL, que permita executar consultas com 
agrupamentos, funções de agregação, restrições, junções e projecções. Embora a 
versatilidade dessa funcionalidade seja enorme, no fim acaba por resultar numa instrução 
composta por diversas operações algébricas relacionais, tendo em vista a obtenção do 
resultado. Pelos motivos expostos anteriormente, não se representam todos os casos de 
utilização possíveis, tendo-se optado por representar um caso de utilização geral. Sempre 
que sejam necessárias restrições é invocado o caso de utilização “Gerir restrições de 
consulta”, que permite a adição e/ou remoção de restrições que serão incluídas na cláusula 
Where do SQL. 
Em qualquer dos casos de utilização principais descritos anteriormente, deverá ser sempre 
possível efectuar a exportação dos resultados para um dos tipos standard (XLS, TAB, 
CSV). Essa exportação resulta da inclusão do caso de utilização “Exportar resultado da 
consulta”. Para além dessa funcionalidade, que se considera de grande relevância, o 
sistema deverá manter ainda que de forma temporária, à sessão total do utilizador, 
possibilitando a execução de todas as consultas que foram criadas durante a sessão, sempre 
que assim o entender. Para aceder a essa funcionalidade, é invocado o caso de utilização 
“Criar sessão temporária”. 
Estas funcionalidades não requerem o registo do utilizador. No entanto, prevendo que o 
utilizador poderá voltar mais tarde a recorrer a consultas já efectuadas, está considerada a 
possibilidade de gravação das sessões para o utilizador registado, que poderá efectuar a 
gestão das suas sessões, através do caso de utilização “Gestão de sessões pessoais”. 
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A gravação das sessões no servidor através da funcionalidade “Guardar sessão”, por 
questões de desempenho e de tráfego, não deverá armazenar os dados, mas apenas as 
instruções SQL que foram executadas no servidor durante essa sessão. Essas instruções 
poderão ser posteriormente recuperadas pelo utilizador registado que assim terá acesso 
directo à interface de gestão das suas sessões, podendo então adicionar ou eliminar sessões, 
bem como gerir dentro da sessão as consultas efectuadas, facultando total liberdade ao 
utilizador para gerir o seu espaço de trabalho. 
Por último, ao administrador é conferida a possibilidade de efectuar a gestão de 
utilizadores. Esta acção poderá ser efectuada através da interface Web ou directamente na 
base de dados do servidor através da interface padrão. Poderão ser criados, modificados ou 
eliminados utilizadores assim como as respectivas sessões que venha  a ser criadas. Para 
esse efeito foram consideradas as funcionalidades “Gestão de utilizadores” para gerir as 
contas dos utilizadores e “Gestão de sessões” para possibilitar a manutenção das sessões 
registadas no servidor. 
4.3 Concepção do sistema computacional 
A componente executável do sistema deverá criar como output principal um conjunto de 
ficheiros legíveis em aplicações vulgarmente utilizadas, num formato padrão aberto para 
que não haja restrições ao nível do utilizador no acesso aos dados. 
A opção inicial passa pela utilização do formato CSV (Comma Separated Values) para o 
output. Assim os ficheiros produzidos pela aplicação poderão ser posteriormente 
importados para uma base de dados, ou abertos directamente num software de folha de 
cálculo. 
Paralelamente, a aplicação deverá ser desenhada para possibilitar a inserção dos dados 
directamente numa base de dados, deixando essa decisão para o utilizador. 
O sistema proposto deverá considerar dois grandes grupos de dados principais, 
representados na forma mais económica possível, tendo em conta o grande volume de 
dados que poderão ser obtidos pelo processamento massivo de vários genomas: 
 dados resultantes das contagens de tripletos de codões; 
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 dados resultantes das contagens de tripletos de aminoácidos. 
Para alojar estes dados optou-se pela representação de cubos de dados, onde cada 
coordenada é dada pelo organismo de origem, pelas três posições em que cada codão 
aparece e pela contagem de ocorrências do tripleto, conforme apresentado na Figura 4.3. 
Serão criadas várias matrizes tridimensionais, uma por cada genoma cuja dimensão é dada 
por 61×61×64 (embora existam 64 codões, são rejeitadas as hipóteses dos codões de STOP 
surgirem noutra posição que não a última). Cada matriz é utilizada para armazenar os 
dados resultantes das contagens, representada por cod(j,k,n), onde j, k, n  representam os 
codões que se encontram na 1ª, 2ª, e 3ª posição respectivamente, sendo o valor armazenado 
o nº de vezes que um determinado tripleto aparece no orfeoma. 
Analogamente, deverá ser criada para armazenar as contagens de aminoácidos, uma matriz 
tridimensional cuja dimensão é dada por 20×20×20. 
De forma a facilitar o processo de contagens, deverão ser criadas duas listas, contendo 
todos os codões (64), e os aminoácidos (20) respectivamente, assim como uma terceira 
lista contendo a tradução dos codões para os respectivos aminoácidos. 
 
Figura 4.3: Representação matricial (4-D Cubo) dos dados resultantes das contagens de tripletos 
de codões 
Uma vez armazenados os resultados das contagens, o sistema deverá incorporar 
mecanismos através de vistas (queries) de pós-processamento dos dados, para que 
posteriormente possam ser aplicados os resultados intermédios em software de análise 
estatística de dados. 
 organismo 1 organismo 2 organismo 3 
       cod(1,1,n)        cod(1,k,n)      cod(1,1,n)        cod(1,k,n)     cod(1,k,n)        cod(1,k,n) 
     
 
 
cod(1,1,1) 
cod(1,k,1) 
cod(j,k,n) 
cod(j,1,1) cod(j,k,1) 
cod(j,k,n) cod(j,k,n) 
cod(1,k,1) cod(1,k,1) 
cod(1,1,1) cod(1,1,1) 
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Para suportar a análise dos dados, a aplicação deverá implementar um conjunto de 
mecanismos de cálculo estatístico, de forma a facilitar a obtenção de resultados em tempo 
útil. Fazem parte desse conjunto de operações, as tabelas de frequências relativas e 
absolutas de cada codão, assim como o cálculo da probabilidade de ocorrência de cada 
codão. 
Para além das frequências relativas e absolutas de cada codão, importa determinar as 
frequências absolutas e relativas para cada tripleto de codões. O processamento das 
frequências relativas é particularmente útil para normalizar os dados para valores entre 
zero e um, uma vez que a frequência absoluta por si só, poderá induzir enviesamentos que 
poderão ser relevantes, ou não, dependendo da dimensão do orfeoma. 
Outro cálculo que deverá ser incluído diz respeito ao processamento dos valores esperados 
para cada tripleto em cada orfeoma que venha a ser analisado. Esse cálculo permitirá 
posteriormente obter resultados relativos à “preferência” de determinados codões por 
outros. 
Os mecanismos e processos de cálculo intermédios necessários para a análise de codões, 
servem igualmente para a análise de aminoácidos, usando nesse caso os respectivos cubos 
de dados. 
4.3.1 Workflow do sistema de informação 
O sistema deverá dividir-se em duas vertentes distintas de software – componente 
aplicacional executável (standalone) e outra componente cliente Web, conforme pode ser 
observado no diagrama da Figura 4.4, em que a componente cliente Web depende dos 
dados pré-processados na componente executável. 
A componente executável será responsável no servidor pela aquisição dos dados e pela 
realização do processamento inicial do genoma, de acordo com os requisitos definidos. A 
componente cliente Web será uma plataforma de disponibilização de informação usando 
dados pós-processados, pela componente executável. Esta componente fornecerá um 
conjunto de funcionalidades que facilitarão a análise comparativa entre os diversos 
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genomas disponíveis, possibilitando a gestão de sessões e a exportação dos resultados para 
diversos formatos, conforme foi referido na especificação dos casos de utilização. 
O sistema iniciará com a leitura do orfeoma no formato FASTA (podendo vir a ser 
implementada a importação de outros formatos), seguindo-se por parte do 
utilizador/administrador, a selecção dos algoritmos que pretende que sejam executados. De 
referir que a análise que se pretende efectuar, incidirá sobre o orfeoma e não sobre o 
proteoma, excluindo-se da análise a parte não codificante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.4: Workflow do projecto para o sistema 
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O processamento sobre aminoácidos resulta da conversão interna dos codões para os 
respectivos aminoácidos, através da Tabela 2.1. 
Após o processamento do genoma, os dados deverão ser gravados em ficheiros CSV ou 
outro formato aberto, contento os resultados dos algoritmos seleccionados. 
O pós-processamento sustenta a Data Warehoure incorporando os dados já normalizados, 
assim como os restantes campos previamente calculados. Dessa forma evitar-se-á o cálculo 
de determinados campos em tempo de execução, com clara vantagem em termos de 
desempenho. 
4.3.2 Contagem global de tripletos 
O algoritmo para contagem de tripletos de codões (Figura 4.5), inicia-se com a leitura gene 
a gene, sendo aplicados os critérios de filtragem referidos anteriormente. Se o gene lido for 
considerado válido, após a aplicação das regras de exclusão, é separado em tripletos, sendo 
criada uma lista contendo todos os codões do gene. A contagem inicia-se no 2º codão, 
sendo assim ignorados o primeiro codão (START) e o último codão (STOP). 
Algorithm Triple_CodCount 
Input: Orfeomefile 
Output: ResultDatafile, ReportFile 
 
WHILE NOT EOF(Orfeomefile) 
 Gene  Orfeomefile.Readgene() 
 IF ClearGene(gene) THEN 
  Codgene  SPLIT(gene,3) 
  FOR i=4 to UPPERBOUND(Codgene)-1 
   Xcod  poscodon(Codgene(i-3)) 
   Ycod  poscodon(Codgene(i-2)) 
   Zcod  poscodon(Codgene(i-1))  
   Matrix(Xcod, Ycod, Zcod) Increments 1 
  END FOR 
 ELSE 
  WRITE “motive for the exclusion…” into ReportFile 
 END IF 
END WHILE 
WRITE Matrix into ResultDataFile 
 
 
Figura 4.5: Algoritmo de contagens de tripletos de codões 
O apontador do codão inicial posiciona-se na 4ª posição da lista de codões, identificando 
os codões anteriores adjacentes à posição n, ou seja posições n-2 e n-1, deslocando de um 
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em um o apontador, guardando na matriz respectiva, o valor acumulado das ocorrências do 
tripleto de codões. 
O processo de contagem de aminoácidos é análogo, utilizando para o efeito a matriz de 
contagem dos tripletos de aminoácidos. De forma a simplificar o processo de contagens, os 
algoritmos poderão ser fundidos de forma a incorporar numa única passagem pelo gene as 
contagens de tripletos de codões e de aminoácidos. No entanto, os algoritmos a seguir 
apresentados consideram os casos isolados para a leitura dos tripletos. 
 
4.3.3 Contagem de tripletos sem cadeias de repetição 
Um dos requisitos diz respeito à contagem de forma a ignorar as cadeias repetidas 
contendo codões (ou aminoácidos conforme o caso) iguais em número superior ou igual a 
4, sendo apenas contada uma ocorrência de cada vez que isso acontecer. A Figura 4.6 
esquematiza a forma de funcionamento do algoritmo de exclusão de repetições. 
O algoritmo proposto é em tudo idêntico ao apresentado anteriormente à excepção de que 
são analisados em cada momento quatro codões e não apenas três como acontece na 
contagem global. 
A cada iteração são analisados os codões anteriores à posição n (n-3, n-2, n-1). Enquanto 
os codões forem iguais não é alterada a matriz de contagens de codões. No final, ficaremos 
com as contagens onde todas as cadeias de codões repetidos, cujo comprimento é superior 
a 3, são contabilizadas como uma única ocorrência do tripleto repetido. 
 
Figura 4.6: Esquema ilustrativo do método de exclusão de repetições 
O processo de contagem de tripletos sem cadeias de repetição para aminoácidos é similar. 
 81 
 
 
O funcionamento do algoritmo, (Figura 4.7) é bastante simples e tem o mesmo princípio de 
funcionamento que o algoritmo da Figura 4.5. Inicia-se com a leitura do gene verificando 
se este é válido e se está de acordo com os pressupostos iniciais. De seguida, é convertido 
para uma matriz unidimensional onde cada posição guarda um codão, sendo o índice da 
matriz a respectiva posição do codão no gene. 
Algorithm Triple_CodCount_With_Repeats_Exclusion 
Input: Orfeomefile 
Output: ResultDatafile, ReportFile 
 
WHILE NOT EOF(Orfeomefile) 
 Gene  Orfeomefile.Readgene() 
 IF ClearGene(gene) THEN 
  Codgene  SPLIT(gene,3) 
  FOR i=4 to UPPERBOUND(Codgene)-1 
   Xcod  poscodon(Codgene(i-3)) 
   Ycod  poscodon(Codgene(i-2)) 
   Zcod  poscodon(Codgene(i-1)) 
   {ignore repeated codons} 
   IF codgene(i)= codgene(i-3..i-1) THEN 
    Skip codgene(i) 
   ELSE 
    Matrix(Xcod, Ycod, Zcod) Increments 1 
   END IF 
  END FOR 
 ELSE 
  WRITE “motive for the exclusion…” into ReportFile 
 END IF 
END WHILE 
WRITE Matrix into ResultDataFile 
 
Figura 4.7: Algoritmo de contagens de tripletos de codões com exclusão das repetições 
O algoritmo lê sequencialmente cada codão que compõe o gene, exceptuando os codões de 
iniciação e de finalização. No entanto, pode ser optimizado de forma a reduzir o tempo de 
execução efectuando a leitura da matriz de 4 em 4 posições sempre que este encontre uma 
repetição inicial de 4 codões iguais. 
4.3.4 Pesquisa de sequências de repetição máximas 
A pesquisa das sequências de repetição máximas de cada codão, tem como objectivo 
encontrar a maior cadeia do mesmo codão e do mesmo aminoácido num determinado 
genoma, identificando o gene onde essas repetições ocorrem. O resultado obtido poderá ser 
utilizado posteriormente em análise comparativa entre diferentes organismos para tentar 
encontrar relações de semelhança ou divergência entre genes ortólogos. 
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O algoritmo inicia-se com a utilização da lista de codões do gene, onde em cada iteração é 
analisado o codão anterior. Se este for igual ao actual, incrementa-se o contador, até que o 
codão lido seja diferente do anterior. Nessa iteração lê-se da lista de contagens de cadeias 
máximas, o valor existente para o codão anterior. Se o valor existente for inferior ao 
contador, actualiza-se a lista para este valor, caso contrário ignora-se a contagem e 
reinicia-se o processo para o codão actual. A Figura 4.8 apresenta o algoritmo para efectuar 
essa operação. 
Algorithm Maximal_Codon_Sequence 
Input: Genomefile 
Output: MaxResultDatafile, ReportFile 
 
WHILE NOT EOF(Genomefile) 
 Gene  Genomefile.Readgene() 
 IF ClearGene(gene) THEN 
  Codgene  SPLIT(gene,3) 
  Prev_cod  Codgene(1) 
  Cont  1 
  FOR i=2 to UPPERBOUND(Codgene)-1 
   IF Prev_cod = Codgene(i) THEN 
    Cont increments 1 
   ELSE 
    IF maxOccurs(poscodon(Prev_cod)) < Cont THEN 
     maxOccurs(poscodon(Prev_cod))  Cont 
    END IF 
    Prev_cod  Codgene(i) 
    Cont  1 
   END IF 
  END FOR 
 ELSE 
  WRITE “motive for the exclusion…” into ReportFile 
 END IF 
END WHILE 
WRITE MaxOcorre into MaxResultDataFile 
 
Figura 4.8: Algoritmo para determinação de sequências de repetição máximas 
A utilização do princípio do algoritmo de Boyer-Moore [128] pode ser equacionada de 
forma a melhor o desempenho do algoritmo. Como o que se pretende obter são 
comprimentos máximos de uma mesma sequência, de cada vez que esse valor é obtido, o 
próximo passo terá como amplitude precisamente esse valor, que vai sendo incrementado à 
medida que outros codões iguais vão surgindo em sequência. No entanto, atendendo ao 
facto de que se pretende efectuar o cálculo numa única leitura do ficheiro para todos os 
codões, o método não é eficiente, pelo que o algoritmo implementado não recorre a essa 
técnica. 
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Para o processamento de cadeias máximas de aminoácidos, são analisados, não o codão, 
mas sim o aminoácido, mantendo-se o incremento do contador mesmo que o codão seja 
diferente, desde que este corresponda ao mesmo aminoácido (codão sinónimo). Por esse 
motivo, é expectável que os valores de sequências repetidas máximas sejam maiores para 
esse grupo de dados do que para o grupo de codões. 
4.3.5 Pesquisa de grupos de repetição 
A pesquisa de grupos de repetição (algoritmo da Figura 4.9), é efectuada tendo por base o 
princípio inerente ao algoritmo anterior. No entanto, em vez de desprezar os valores onde 
as cadeias encontradas são inferiores, estas são armazenadas numa estrutura, permitindo 
que no final da análise ao orfeoma, tenhamos uma memória associativa de codões com 
dimensão mi×61 (excluem-se os codões de terminação), onde mi representa o valor máximo 
de todas as cadeias iguais encontradas para cada codão Cj (j=1..61). Essa estrutura matricial 
conterá o número de vezes que cada codão aparece em sequências de 1 até i. O objectivo 
principal deste processo, é posteriormente comparar um conjunto vasto de orfeomas de 
diferentes organismos procurando estabelecer relações de diferenciação ou de semelhança, 
entre os valores obtidos nas sequências que ocorrem repetidas em diferentes dimensões. 
Algorithm Group_Maximal_Codon_Sequence 
Input: Genomefile 
Output: MaxGroup_ResultDatafile, ReportFile 
 
WHILE NOT EOF(Genomefile) 
 Gene  Genomefile.Readgene() 
 IF ClearGene(gene) THEN 
  Codgene  SPLIT(gene,3) 
  Prev_cod  Codgene(1) 
  Cont  1 
  FOR i=2 to UPPERBOUND(Codgene)-1 
   IF Prev_cod = Codgene(i) THEN 
    cont increments 1 
   ELSE 
    OccurCodon(Prev_cod, Cont)increments 1 
    Prev_cod  Codgene(i) 
    cont  1 
   END IF 
  END FOR 
 ELSE 
  WRITE “motive for the exclusion…” into ReportFile 
 END IF 
END WHILE 
WRITE OccurCodon into MaxGroup_ResultDataFile 
 
 
Figura 4.9: Algoritmo para determinação de grupos de repetição 
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O algoritmo na Figura 4.9 no entanto não recorre directamente a essa técnica, apenas por 
questões técnicas de facilidade de exportação dos dados para o formato CSV, produzindo 
uma matriz esparsa. 
Para a análise de aminoácidos o processo é análogo ao algoritmo da Figura 4.9, com a 
ressalva de que é necessário previamente estabelecer a equivalência entre os codões e os 
respectivos aminoácidos, envolvendo portanto esforço computacional complementar. 
 
4.3.6 Ontologia para Armazenamento de Dados 
O armazenamento de dados poderá ser efectuado de duas formas distintas. A primeira 
abordagem consiste em criar ficheiros isolados, contendo os resultados do processamento 
dos vários métodos a serem implementados, nomeadamente as contagens de tripletos, 
sequências máximas, e grupos de repetição. Esta opção de armazenamento de dados é 
particularmente útil quando se pretende efectuar processamento em batch, dispensando a 
presença do utilizador do sistema para abrir os ficheiros do orfeoma e para gravar os 
resultados. 
Na segunda abordagem, os dados processados poderão ser armazenados numa base de 
dados relacional tendo sido definida a ontologia de armazenamento de dados através da 
especificação de cada tabela e os respectivos atributos. 
O princípio subjacente à organização dos dados reside no conceito de Data Warehouse, 
conforme ilustrado na Figura 4.4, pelo que muitos dos campos que estão referidos, apesar 
de poderem ser calculados em tempo de execução via SQL, foram incluídos na definição 
da estrutura de dados.  
A opção de efectuar o pré-processamento desses dados e a sua inclusão nas tabelas de 
dados tem essencialmente a ver com questões de desempenho [139], uma vez que para 
cada genoma que venha a ser processado, serão geradas várias centenas de milhar de 
entradas. Por exemplo, o cubo das contagens de tripletos de codões de um único organismo 
consiste em 238.144 linhas, pelo que a manipulação do ficheiro contendo esse número de 
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linhas estaria condicionada à partida, uma vez que nem todas as aplicações de folhas de 
cálculo suportam essa dimensão. 
A definição da ontologia de suporte ao sistema tem como modelo de dados as seguintes 
estruturas: 
Tabela: tbl_Codon_Amino_Association 
Descrição: Associação entre Codões e Aminoácidos 
Atributos: 
 Name Data type Length 
 Cod Text 3 
 Amino Text 3 
 ID Byte  
 
 
Tabela: tbl_Frequency_Amino 
Descrição: Contagens completas das frequências de tripletos de 
Aminoácidos 
Tabela: tbl_Frequency_Amino_WR 
Descrição Contagens das frequências de tripletos de Aminoácidos 
sem cadeias longas de tripletos iguais 
Atributos: 
 Name Data type Length 
 AbrevOrg Text 10 
 A1 Text 3 
 A2 Text 3 
 A3 Text 3 
 Value Integer  
 Expvalue Integer  
 Freq_rel Single  
 Probb Single  
 Diff Single  
 Ratio Single  
 
 
Tabela: tbl_Frequency_Codon 
Descrição: Contagens completas das frequências de tripletos de 
Codões 
Tabela: tbl_Frequency_Codon_WR 
Descrição: Contagens das frequências de tripletos de Codões sem 
cadeias longas de tripletos iguais 
Atributos: 
 Name Data type Length 
 AbrevOrg Text 10 
 C1 Text 3 
 C2 Text 3 
 C3 Text 3 
 Value Integer  
 Expvalue Integer  
 Freq_rel Single  
 Probb Single  
 Diff Single  
 Ratio Single  
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Tabela: tbl_Organisms 
Descrição: Lista de organismos 
Atributos: 
 Name Data type Length 
 IDOrg Longint  
 DescOrg Text 50 
 AbrevOrg Text 10 
 SourceFrom Text 255 
 DateSource Text 50 
 RefID Byte  
Importa referir que apenas os resultados das contagens de tripletos de codões e de 
aminoácidos, com ou sem exclusão de repetições, estão contemplados para registo directo 
na base de dados, pelo que os métodos de cálculo de sequências máximas e grupos de 
sequências deverão a ser gravados em ficheiros isolados, num formato aberto, de forma a 
serem facilmente manipulados em folhas de cálculo. 
A Tabela 4.1 descreve os campos que fazem parte das estruturas de dados. 
Tabela 4.1: tabela de descrição dos campos utilizados nas estruturas de dados propostas 
Campo Descrição 
DescOrg designação do organismo 
SourceFrom referência web do orfeoma 
DateSource data de acesso ao orfeoma 
Cod codão 
Amino aminoácido 
AbrevOrg abreviatura do organismo 
C1 codão na primeira posição 
C2 codão na segunda posição 
C3 codão na terceira posição 
A1 aminoácido na primeira posição 
A2 aminoácido na segunda posição 
A3 aminoácido na terceira posição 
Value frequência absoluta do tripleto 
Expvalue valor esperado para o tripleto 
Freq_rel frequência relativa do tripleto 
Probb probabilidade da ocorrência do tripleto 
Diff diferença entre e probabilidade e a frequência relativa 
Ratio quociente entre a frequência relativa e a probabilidade 
IDOrg identificador sequencial do organismo 
RefID referência para a associação entre codão e aminoácido 
A componente Web a ser desenvolvida fará uso desta base de dados com as tabelas pré-
processadas, diminuindo drasticamente dessa forma, o tempo de espera para a obtenção de 
resultados das consultas. 
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4.4 Solução Informática Desenvolvida - GeneSplit 
A aplicação desenvolvida, designada por GeneSplit foi dividida em duas componentes: 
GSCore, ferramenta que funciona em backoffice, e GSWeb, aplicação Web que permite a 
criação de consultas directamente sobre a base de dados, para extracção de informação. 
Utilizou-se um processo de engenharia de software baseado na prototipagem rápida [140], 
uma vez que este modelo apresenta vantagens em relação à abordagem tradicional do 
modelo em cascata, consistindo antes numa sequência de mini-modelos em cascata, 
refinados por várias iterações. Este modelo permite uma melhor interacção entre o 
engenheiro de software e o potencial utilizador ou “cliente” da aplicação, levando a que a 
solução se aproxime iterativamente da resolução dos problemas, baseando-se na 
construção faseada de funcionalidades e na respectiva validação por parte do utilizador 
[141]. 
4.4.1 GSCore – aplicação para processamento de tripletos em genomas 
A aplicação GSCore que implementa entre outros, os algoritmos descritos anteriormente, 
foi desenvolvida em Visual Basic 2008. O estudo que serviu de validação da aplicação 
produziu resultados importantes tendo sido publicados em [142-144]. 
A interface da aplicação é simples e funcional, iniciando-se com o formulário principal 
representado na Figura 4.10, que permite a selecção do orfeoma a ser processado, bem 
como dos métodos e operações que se pretendem executar sobre os dados. 
Atendendo aos requisitos definidos bem como á metodologia definida para a sua 
implementação, a aplicação foi sendo desenvolvida e testada junto dos potenciais 
interessados – no presente caso, os biólogos que definiram as necessidades para o estudo 
de tripletos de codões em orfeomas. Foram implementadas as funcionalidades definidas 
nos requisitos, nomeadamente: 
 Contagens de tripletos de codões/aminoácidos. 
 Determinação de cadeias máximas de codões/aminoácidos. 
 Agrupamento de sequências repetidas de codões/aminoácidos. 
 Visualização/gravação do relatório de processamento de dados. 
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 Opção de ignorar ou não grandes cadeias (superior a 3) repetidas do mesmo 
codão. 
 Relatório contendo informação relativa aos genes que foram desprezados e a 
causa dessa exclusão. 
 Inclusão no relatório, dos genes que possuem cadeias longas de codões 
iguais, com a indicação de quantos codões são desprezados. 
 Possibilidade de trabalhar com bases CATG ou com as bases CAUG, sendo 
a detecção efectuada de forma automática. 
 Utilização dos ficheiros no formato FASTA directamente. 
 Opção de utilização de arquivo em lotes, permitindo processar ficheiros de 
diversas fontes (diferentes pastas), com a inclusão de comentários, 
precedidos de “;”. 
 
Figura 4.10: GeneSplit - Interface para processamento de um orfeoma 
Utilizando a estrutura definida pela ontologia, qualquer utilizador do sistema poderá 
efectuar a análise de tripletos de genomas e guardar os dados numa base de dados 
reconhecida pela aplicação (a presente aplicação suporta base de dados MDB Access), 
bastando para isso marcar a opção respectiva no separador Settings da aplicação  
GeneSplit-GSCore, conforme exemplificado na figura 4.11. 
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Figura 4.11: Parametrização da aplicação GSCore 
Os dados das diversas contagens são guardados em ficheiros no formato CSV, podendo, no 
entanto, ser gravadas directamente na base de dados, conforme definido nos requisitos. 
A aplicação inclui outros algoritmos que não estão referidos explicitamente, mas que 
realizam todo o pré-processamento, nomeadamente cálculos estatísticos, (médias, 
frequências relativas, frequência esperada, etc.) pelo que o resultado final do 
processamento da aplicação inclui esses dados pré-processados, no formato e tipo 
especificado pela ontologia. 
A título de parametrização da aplicação, de referir que é possível definir o número mínimo 
de codões que os genes deverão conter, sendo por defeito 12. 
Por omissão todos os genes que contiverem um símbolo não reconhecido serão ignorados, 
sendo considerados inválidos. O símbolo mais frequentemente utilizado para referir um 
nucleótido desconhecido num gene é a letra “N”, contudo, poderá ser seleccionado ou 
digitado directamente, outro símbolo que permita a detecção de genes inválidos. 
A aplicação efectua a contagem dos tripletos de codões e de aminoácidos de um em um, 
podendo, no entanto, ser alterado o parâmetro Step de forma a efectuar as contagens numa 
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modalidade diferente (por exemplo, de três em três será bastante mais rápido, mas omitirá 
bastantes ocorrências). 
No caso da entrada de dados ser para processamento em batch, os ficheiros produzidos, 
serão criados automaticamente com base no nome do ficheiro original, seguido da data e 
hora da criação, na localização (pasta) do ficheiro original (Figura 4.12). 
 
Figura 4.12: Exemplo do ficheiro de configuração de processamento em lotes 
Os ficheiros de dados de um determinado genoma poderão estar separados em vários 
ficheiros, normalmente por cromossomas, pelo que é necessário previamente juntar esses 
ficheiros num ficheiro único. Para superar essa restrição, foi efectuada uma extensão aos 
requisitos sobre o processamento em lotes, tendo sido implementada a opção “Merge 
files”. Essa opção permite que os resultados de análise de vários ficheiros indicados num 
arquivo de processamento em lotes, possam ser acumulados para um só orfeoma, 
minimizando a carga de memória que seria necessária para manipular ficheiros de dados 
muito grandes. Por outro lado reduz consideravelmente o tempo de preparação do ficheiro 
de dados inicial, quando o orfeoma está separado por diversos genes, cada um no seu 
ficheiro. O resultado será guardado num ficheiro como se de um orfeoma isolado se 
tratasse. 
A tabela de tradução dos codões para os respectivos aminoácidos (Tabela 2.1) não é igual 
para todos os organismos. Existem organismos, como por exemplo a Candida albicans que 
traduz o codão CTG/CUG como Serina e não como Leucina, que seria a tradução natural 
[135]. Para prever essas situações foi incorporada na aplicação, representada na Figura 
4.13, uma funcionalidade que permite definir em tempo de execução a tabela de tradução 
dos codões nos respectivos aminoácidos. 
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Figura 4.13: Alteração da tabela de associação entre codão e aminoácido 
Nesta opção, basta seleccionar o codão que se pretende alterar, escrever a abreviatura do 
aminoácido traduzido, como no exemplo, e pressionar o botão “Change”. 
A aplicação implementa a produção de um relatório extenso sobre o processamento de 
cada gene (figura 4.10). Esse processamento inclui: a identificação do gene; a indicação se 
o gene é válido ou não, mostrando nesse caso o motivo da exclusão; se a opção para 
ignorar repetições estiver marcada, o módulo regista quais os codões repetidos que foram 
ignorados, em que posição e quantidade. 
O relatório pela sua extensão torna-se difícil de analisar pelo que foi implementado um 
módulo para a análise dos genes ou codões excluídos durante o processamento, conforme 
apresentado na Figura 4.14. 
A ferramenta de filtragem utiliza o relatório produzido e apresenta num formato de folha 
de dados, a lista dos genes em que ocorreram exclusão de codões da contagem, bem como 
os respectivos codões e quantidades ignoradas (Figura 4.14B). 
Através desta ferramenta é possível exportar os dados para uma folha de cálculo para 
processamento posterior e análise das repetições excluídas. Dessa análise poderá por 
exemplo, obter-se informação respeitante ao volume de dados que são ignorados na leitura 
sem as repetições quando comparado com as contagens de tripletos sem exclusões. 
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Figura 4.14: Análise do relatório de genes e codões excluídos em sequências longas 
(A) Fragmento do ficheiro de relatório com exclusão de sequências repetidas; (B) Análise de relatório, 
com filtragem dos codões excluídos por repetição do mesmo codão 
4.4.2 GSWeb – aplicação para a Web 
Paralelamente ao sistema de processamento GSCore, foi desenvolvida a componente Web 
(designada por GSWeb), um portal que possibilita a execução de consultas para extracção 
das contagens a partir da base de dados Data Warehouse. A aplicação foi desenvolvida sob 
a plataforma .NET (ASP.NET) e pode ser acedida em http://bioinformatics.ua.pt/genesplit. 
A aplicação cumpre os requisitos definidos à partida, estando o resultado da sua 
aplicabilidade, publicado em [143]. 
O resultado do processamento de cada orfeoma está disponível em duas versões - com e 
sem cadeias de repetição. 
Salienta-se o facto de cada utilizador poder criar um perfil no sistema, de forma a poder 
gravar as suas sessões no servidor. Dessa forma o utilizador poderá sempre que quiser, 
regressar às consultas realizadas para posteriormente continuar o seu trabalho, mesmo que 
esse decorra distribuído por vários dias. De referir que não gravados os dados em si mas 
apenas o conjunto das instruções SQL produzidas em cada query, pelo que o carregamento 
de cada sessão é extremamente rápido. 
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As opções de extracção de informação estão separadas em dois grupos: “Consultas padrão” 
e “Consultas avançadas”, conforme se pode observar na Figura 4.15, dando origem em 
ambas as situações a uma tabela de saída de resultados. 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.15: GSWeb workflow 
As Standard queries, são consultas realizadas directamente sobre a base de dados, através 
de instruções SQL predefinidas no sistema, enquanto que as Advanced queries funcionam 
essencialmente com base num construtor de consultas SQL, cujas consultas são realizadas 
igualmente sobre a Base de Dados mas, com as seguintes funcionalidades: 
 Seleccionar mais do que uma tabela. 
 Seleccionar-se quais os campos que se pretendem visualizar. 
 Permite a inclusão de funções de agregação SQL. 
 Adição de restrições. 
 Critérios de ordenação. 
O Output é uma tabela contendo o resultado da consulta que foi submetida. Este pode 
apresentar a descrição completa dos campos, caso o utilizador marque a opção “Show 
fields descriptors”, posteriormente, as tabelas de dados podem ser exportados para vários 
formatos. 
A descrição dos campos está definida numa tabela específica descrita na ontologia da base 
de dados (Tabela 4.1). A descrição das tabelas deverá ser incluída para poderem ser 
exibidas de uma forma mais amigável e não pela própria designação. 
Data 
Warehouse 
Consulta padrão 
xls 
Consulta avançada 
Tabela de saída Mecanismo de 
exportação de dados 
tab 
csv 
html 
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Na primeira opção (Figura 4.16) o utilizador pode seleccionar um dos vários organismos 
existentes na base de dados, optando de seguida pela selecção do tipo de conjunto de dados 
que mais lhe interessa - a análise do orfeoma ou a análise do proteoma - com ou sem as 
repetições que foram referidas anteriormente. 
 
Figura 4.16: GSWeb : interface de consultas simples pré-definidas 
De seguida são seleccionados os dados a serem exibidos, em termos de tripletos de codões 
ou de aminoácidos. Após a submissão do pedido os dados são visualizados no separador 
“Results” (Figura 4.17), podendo ser exportados num dos formatos já referidos. 
Caso a consulta submetida não resulte nos dados pretendidos, o sistema permite a remoção 
da consulta do histórico da sessão, bastando para esse efeito seleccionar o link “Remove”. 
A opção “Export data to file” por defeito assume o formato XLS. No entanto permite 
outros formatos, nomeadamente formatos abertos: TAB, CSV e HTML, pelo que a 
versatilidade desta opção é uma mais-valia para quem pretende trabalhar os dados 
posteriormente noutra ferramenta de análise estatística. 
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Figura 4.17: GSWeb -  interface de saída de resultados da consulta à base de dados 
De forma a facilitar ao utilizador a informação sobre as suas pesquisas e consultas 
realizadas, o sistema apresenta a possibilidade de registo. Após o registo o utilizador 
recentemente criado pode efectuar login, ficando de imediato disponível para gravar a 
sessão de trabalho. 
No início da sessão é apresentada a lista de sessões já gravadas pelo utilizador (Figura 
4.18). 
 
Figura 4.18: GSWeb - interface de gestão de sessões após login no sistema 
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Note-se que é possível através do da árvore do painel do lado esquerdo navegar entre as 
consultas da sessão, bastando para isso seleccionar a query respectiva, podendo removê-la 
caso não lhe interesse. A remoção é efectuada no painel “Results”. 
Se o utilizador pretender efectuar consultas mais sofisticadas, tem à sua disposição a opção 
“Advanced query” (Figura 4.19) que como já foi referido anteriormente, recorre a um 
construtor de consultas SQL, permitindo a utilização de funções de agregação, métodos de 
ordenação, junção de tabelas, inclusão de parâmetros e restrições. 
 
Figura 4.19: GSWeb - interface de consultas avançadas 
A gravação de uma sessão previamente carregada a partir da base de dados, cria uma nova 
sessão. Desta forma pode-se ter diversos subconjuntos de queries idênticas em sessões 
distintas, com componentes adicionais. Repare-se por exemplo, que a sessão carregada na 
figura 4.19 apresenta queries de diferentes datas. 
4.5 Sumário 
Neste capítulo foi apresentada uma solução informática, composta por duas componentes 
principais, que permitem auxiliar a obtenção de resultados no campo da análise de tripletos 
de codões e de aminoácidos. Pese embora o facto da solução computacional desenvolvida 
possuir no geral, baixa complexidade, o sistema e os algoritmos revelaram-se funcionais e 
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eficientes para resolver os problemas levantados, permitindo atingir os objectivos definidos 
à partida. Por outro lado, não havia estudos sobre a análise de tripletos de codões e de 
aminoácidos em larga escala sobre orfeomas de fungos. O trabalho publicado em [142], foi 
integralmente suportado com este software, tendo desta forma assegurado o seu carácter 
inovador, e a pertinência do seu desenvolvimento. 
A disponibilização de dados on-line através da vertente Web, contendo os resultados das 
contagens efectuadas sobre um vasto conjunto de orfeomas, pretende essencialmente que a 
comunidade científica com interesse nesta área, tenha assim a possibilidade de obter dados 
cruzados, pré-processados, num formato aberto e facilmente manipulável, podendo 
potenciar novos estudos e novos resultados neste campo. 
A utilização do construtor SQL no módulo GSWeb não restringe a sua aplicabilidade a esta 
área do conhecimento. O princípio subjacente à sua implementação, em termos de 
Engenharia de Software possui bastantes potencialidades, podendo vir a ser explorada 
noutros contextos, nomeadamente em aplicações para a Web que requeiram acesso a várias 
origens de dados, simultaneamente, com aplicação de restrições, sem que para isso o 
utilizador tenha de perceber SQL. 
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Capítulo 5 
5 Análise de Repetições de Codões e de Aminoácidos 
5.1 Introdução 
Desde há vários anos que se vêm a estudar as repetições de certos codões e respectivos 
aminoácidos em determinados genes. Sobre esse assunto, são várias as áreas de interesse, 
como por exemplo, a análise evolutiva das espécies, com conservação, redução ou 
expansão dessas repetições, desde organismos ancestrais até aos organismos mais 
evoluídos, nomeadamente o homem. 
A análise de determinadas sequências de codões e aminoácidos existentes em genes de 
organismos eucariotas, assim como a sua evolução ao longo do tempo, tem sido uma área 
bastante estudada no ponto de vista da cadeia evolutiva. Exemplo disso, vários estudos 
mostram a relação que existe entre alguns dos genes humanos e diversas doenças, 
nomeadamente perturbações neuro-degenerativas [145-148]. A título de exemplo, pode-se 
referir a doença de Huntington e diversos tipos de Cancro [149-150]. 
Na literatura encontramos também, estudos que se direccionam para a análise do genoma 
humano, incidindo sobre determinadas partes que se têm afigurado de extrema importância 
para a sobrevivência da espécie humana [7-8, 151-152]. Referimo-nos especificamente às 
sequências de repetições de determinados codões e/ou aminoácidos, que tem merecido a 
atenção por parte de biólogos e investigadores na área da saúde, tendo em vista a criação 
de métodos e rotinas que permitam prever e prevenir o surgimento de eventuais doenças, 
estudando tratamentos específicos, assim como a medicação orientada para o paciente 
[153-156]. 
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Este capítulo foca-se na evolução de determinados genes homólogos entre espécies 
diferentes (ortólogos) ao longo da cadeia evolutiva de diversos organismos, seleccionando-
se à partida os genes que apresentam repetições no mínimo de 10 codões/aminoácidos, 
sendo essa uma regra assumida como sendo a mínima aceitável, referida na literatura por 
alguns autores [148, 157]. 
Tratando-se tipicamente de uma análise de sequências e existindo um leque de aplicações 
que podem à partida facilitar a obtenção de resultados para alinhamento de sequências, 
verificou-se que a utilização dessas ferramentas disponíveis on-line [158-161] (BLASTn, 
FASTA, etc.) não corresponderam ao pretendido. 
Essa subsequência terá normalmente um comprimento entre 10 e 75 codões ou 
aminoácidos, podendo nalguns casos ser superior. Por esse motivo, os algoritmos de 
alinhamento típico baseados em heurísticas, não apresentaram sensibilidade suficiente para 
encontrar a sequência que melhor se ajustava à sequência repetida. 
Neste contexto, verifica-se que a comparação entre duas sequências não se resume a um 
simples alinhamento, mas antes à obtenção da subsequência dentro de um determinado 
gene que seja a mais aproximada possível da sequência de repetição de codões ou de 
aminoácidos, obtida a partir do genoma do organismo ancestral. 
De salientar o facto de que, caso exista mais do que uma subsequência nas mesmas 
condições, deverão ser devolvidas todas as ocorrências, cabendo ao investigador decidir 
sobre qual a sequência que melhor se ajusta. 
5.2 Análise de requisitos 
Em [162], Pearson identifica um conjunto de genes com repetições, directamente 
relacionados com a existência de doenças no ser humano. Saber até que ponto essas 
repetições estão presentes noutros organismos mais baixos na cadeia evolutiva, é uma 
questão fundamental. No entanto, outras questões podem ser colocadas, nomeadamente: 
 qual a evolução que essas cadeias de codões tiveram ao longo do tempo? 
 terão as cadeias de aminoácidos sido conservadas por codões sinónimos ou 
não? 
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 essas cadeias terão sido reprimidas, ou pelo contrário, aumentado? 
 terá esse fenómeno influência significativa ao nível da especiação e 
evolução dos organismos? 
As respostas a estas questões podem ter implicações a diversos níveis, nomeadamente ao 
nível da prevenção e profilaxia de determinadas enfermidades, bem como na determinação 
da probabilidade de propagação de doenças genéticas, derivadas dessas repetições, para os 
descendentes. 
Não havendo uma solução computacional que permitisse efectuar essa análise de 
repetições, de acordo com o protocolo pretendido, a opção recaiu para o desenho e 
implementação de uma solução bioinformática que responda aos diversos requisitos. 
5.2.1 Requisitos funcionais do sistema 
A detecção de sequências repetidas, conforme foi referido, é de extrema importância. O 
facto de um aminoácido poder ser codificado por mais do que um codão (codões 
sinónimos), origina diferenças nas repetições encontradas em codões relativamente às que 
encontramos em aminoácidos. Podemos em diversas situações não detectar sequências 
repetidas de codões, que, no entanto, quando convertidas para os respectivos aminoácidos, 
poderão originar grandes sequências repetidas. Por outro lado, poderão ocorrer situações 
em que a inserção de um ou mais codões ou aminoácidos deferentes da sequência repetida, 
originará a separação da sequência em uma ou mais sequências. Essas situações deverão 
ser tidas em consideração, pois poderão ter ocorrido mutações pontuais num gene, em 
determinados locais, sendo esses locais considerados como erros de descodificação. Nesses 
casos o sistema deverá ser parametrizável de forma a permitir ou não a inclusão de erros, 
quer por valor absoluto, quer por percentagem sobre o tamanho global da sequência. 
Após uma primeira abordagem aos problemas definiu-se que o sistema deverá ser 
constituído por dois módulos distintos, de forma a permitir que o próprio investigador 
desenvolva a sua actividade em duas fases distintas. A primeira fase para determinação de 
sequências repetidas em genomas ou orfeomas, incluindo componentes de análise de 
clusters (off-line) e a segunda fase para utilização, integração e exploração de Web Services 
de bases de dados de genes ortólogos (on-line). 
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Na tentativa de responder às questões colocadas, foram definidos os seguintes requisitos 
funcionais: 
1ª Fase 
 Identificar codões e/ou aminoácidos repetidos no genoma, tendo por base 
um genoma ou apenas a parte codificante – orfeoma, em formato FASTA. 
 Identificar a posição das repetições dentro do genoma, assim como o 
número de codões/aminoácidos repetidos. 
 Definição pelo utilizador do parâmetro respeitante ao tamanho mínimo da 
repetição. 
 Conversão automática de sequências de codões nos respectivos 
aminoácidos. 
 Interface de visualização do local da repetição para observação imediata. 
 Detecção automática das repetições dentro de genes ortólogos, que melhor 
se ajustam à sequência original. 
 Agrupar as sequências obtidas nos ortólogos, que melhor se ajustam à 
sequência original, classificando-as por similaridade (clustering). 
 Criação de dendograma (diagrama em árvore) que ilustre a relação de 
similaridade entre organismos diferentes, quanto às sequências de repetição. 
2ª Fase 
 Extracção de genes ortólogos a partir de uma base de dados externa. 
 Possibilidade de usar ficheiros locais e/ou dados remotos directamente. 
 Integração dos dados e resultados obtidos com ferramentas existentes 
(folhas de cálculo, estatística, etc.). 
 Parametrização do nível de erros admissíveis nas sequências repetidas. 
 Identificação de doenças relacionadas com genes contendo repetições. 
Os ficheiros de dados de um determinado genoma poderão estar separados em vários 
ficheiros, normalmente por cromossomas, pelo que deverá ser considerada a necessidade 
de previamente juntar esses ficheiros num ficheiro único. 
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5.2.2 Casos de utilização 
Para modelar o sistema ao nível dos requisitos funcionais elaboraram-se os diagramas de 
casos de utilização em UML da primeira e da segunda fase, conforme podemos observar 
na Figura 5.1 e na Figura 5.2 respectivamente. 
1ª Fase 
A primeira fase consiste na concepção e desenvolvimento de um sistema que responda aos 
requisitos. Para mostrar a interacção entre o utilizador e o sistema, o diagrama de casos de 
utilização da Figura 5.1 apresenta as diversas funcionalidades que se pretendem 
implementar. 
 
Figura 5.1: Diagrama de casos de utilização da 1ª Fase 
1ª fase
Procurar sequências
repetidas 
utilizador 
Detecção automática de 
sequências de repetição
Criar dendograma
Agrupar sequências
por similaridade 
Gerar_matriz de 
similaridade 
Converter codões para
Aminoácidos 
<<extend>>
Alterar parâmetros 
de visualização 
<<extend>>
Exportar ficheiro com 
repetições 
<<extend>>
Exportar imagem do
dendograma 
<<extend>>
<<extend>>
<<extend>>
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O actor único do sistema é o “utilizador” que é simultaneamente um administrador. Não 
são necessários requisitos ao nível da segurança elaborados, uma vez que se trata de um 
sistema que poderá operar em ambiente privado, numa aplicação executável. 
O caso de utilização “Procurar sequências repetidas” permite que a pesquisa de repetições 
de codões a partir de um ficheiro de dados no formato FASTA. Após a abertura do ficheiro 
de dados, se o utilizador assim pretender, pode invocar o caso de utilização “Converter 
codões para aminoácidos” que deverá efectuar a conversão directa usando a tabela 2.1, de 
tradução de codões para aminoácidos. Analogamente ao sistema concebido no capítulo 
anterior, também aqui deverá ser incluída a possibilidade de serem usadas tabelas de 
tradução alternativas para a associação entre codões e aminoácidos. Ao utilizador fica 
também disponível a funcionalidade de exportação do ficheiro contendo os resultados 
obtidos para um formato aberto (CSV, TAB ou outro). 
O caso de utilização “Detecção automática de sequências de repetição” deverá 
implementar a funcionalidade de procurar uma determinada sequência contendo codões ou 
aminoácidos repetidos, num conjunto arbitrário de genes de outros organismos, 
devolvendo a sua localização no gene. Considerando que poderá não existir a sequência de 
entrada nalguns genes, o algoritmo a ser implementado terá que devolver as sequências que 
melhor se ajustarão à sequência inicial. 
De forma a estabelecer a comparação entre diversas sequências de dados biológicos ou 
genes, o caso de utilização “Gerar matriz de similaridade” deverá implementar uma 
funcionalidade que crie a matriz de distâncias de Levenshtein [163] entre as várias 
sequências. A conveniência dessa funcionalidade surge da necessidade de se poder efectuar 
clustering entre as sequências em análise. 
Ao obter-se a matriz de similaridade no caso de utilização descrito anteriormente, ao 
utilizador cabe a decisão de efectuar agrupamentos de dados através do caso de utilização 
“Agrupar sequências por similaridade”. Este deverá realizar clustering, estabelecendo 
regras de semelhança entre as sequências, agrupando-as dessa forma entre si. 
Da mesma forma, após a realização de clustering, o utilizador deverá ter acesso à 
construção do dendograma, ferramenta comummente utilizada neste contexto, através da 
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invocação do caso de utilização “Criar dendograma”. Este por sua vez deverá permitir a 
alteração dos parâmetros de visualização bem como possibilitar a exportação do 
dendograma para um formato gráfico. Essas funcionalidades serão invocadas pelos casos 
de utilização “Alterar parâmetros de visualização” e “Exportar imagem do dendograma” 
respectivamente. 
2ª Fase 
A segunda fase considera os casos de utilização que tentam responder aos requisitos 
definidos anteriormente, estando representados do diagrama da Figura 5.2. 
 
Figura 5.2: Diagrama de casos de utilização da 2ª Fase 
2ª fase
Procurar sequências
repetidas 
utilizador 
Pesquisa de dados
por geneID 
Obter dados de
codões 
Obter dados de 
aminoácidos 
Obter dados de 
doenças por gene 
Obter genes ortólogos 
Definir parâmetros 
de similaridade 
<<extend>>
Gravar ficheiros 
de ortólogos 
Definir parâmetros 
de detecção de repetições 
<<extend>>
Gravar_relatório_de_resultados
<<include>>
<<include>>
<<include>>
<<include>> 
<<extend>>
<<extend>>
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Preferencialmente, o sistema utilizará serviços Web disponibilizados pelo KEGG, uma vez 
que este disponibiliza um conjunto de funcionalidades bastante simples de utilizar. No 
entanto outras bases de dados poderão ser consideradas. 
Os casos de utilização “Obter dados de codões”, “Obter dados de aminoácidos” e “Obter 
dados de doenças por gene” recorrem ao caso de utilização “Pesquisa de dados por 
geneID” que por sua vez deverá recorrer a serviços Web para obter essa informação, junto 
da base de dados on-line.  
A obtenção de dados dos genes ortólogos, caso de utilização “Obter genes ortólogos” 
também recorre ao caso de utilização “Pesquisa de dados por geneID”. Esse caso de 
utilização deverá obter para um determinado gene, os genes ortólogos, presentes numa lista 
de organismos. Dessa forma poder-se-á posteriormente gravar os dados contendo os genes 
ortólogos para uma lista de organismos. 
O caso de utilização “Procurar sequências repetidas” difere dos métodos incluídos na 
primeira fase, pelo facto de que deverá permitir a pesquisa on-line e com tolerância a erros 
parametrizável. Uma vez que esta componente deverá efectuar a pesquisa iterativamente 
com recurso a serviços Web, o sistema deverá permitir a gravação automática de ficheiros 
com os resultados do processamento. 
5.3 Concepção do sistema computacional 
Como resposta aos requisitos apresentados anteriormente, foi planeada uma solução 
computacional que incluísse as diversas funcionalidades. O sistema tem origem no estudo 
de genes relacionados com doenças no ser humano, embora possa ser aplicado ao estudo 
de repetições e de doenças por elas causadas em qualquer organismo. 
5.3.1 Workflow para o estudo de repetições 
A Figura 5.3 ilustra, de uma forma simplificada, o workflow a ser seguido para cada uma 
das fases referidas anteriormente. Estas são totalmente independentes uma da outra, 
estando, no entanto, relacionadas pelo facto da origem de dados poder ser a mesma, bem 
como a complementaridade dos resultados obtidos na análise ao processamento efectuado. 
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Figura 5.3: Workflow do estudo de repetições envolvendo as duas fases 
São abordadas duas vertentes diferentes no contexto das repetições de codões e de 
aminoácidos envolvendo genes responsáveis por doenças. Na primeira abordagem 
interessa saber, do ponto de vista da evolução das espécies, qual o comportamento (em 
termos de conservação) das repetições num conjunto de organismos bastante distantes na 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2ª Fase 
Orfeoma 
BD ortólogos 
(KEGG) 
Pesquisa de repetições 
Selecção de genes ortólogos  
semelhantes para cada organismo 
seleccionado 
Procurar repetições semelhantes 
para cada grupo de genes 
ortólogos 
Clusters Repetições aproximadas 
em genes ortólogos 
Análise dos resultados 
Procurar genes com repetições 
Seleccionar genes do Homo 
sapiens 
Seleccionar genes ortólogos dos 
organismos seleccionados 
Procurar repetições para cada 
grupo de genes ortólogos 
Análise dos resultados Ficheiros com resultados Repetições aproximadas 
em genes ortólogos 
Seleccionar genes responsáveis 
por doenças 
 
 
 
 
 
         1ª Fase 
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escala temporal evolutiva, iniciando esse estudo no organismo ancestral, procurando 
posteriormente a cadeia de repetição mais aproximada nos genes ortólogos. 
Na segunda abordagem, a análise é efectuada sob outro ponto de vista. Uma vez 
identificados os genes que possuem repetições, em que essas repetições são 
comprovadamente responsáveis por doenças, como por exemplo as referidas em [9] para o 
ser humano, pretende-se analisar a presença de repetições semelhantes em genes ortólogos, 
num conjunto alargado de organismos. 
Esses genes estão presentes em diversos organismos, pelo que procuraremos perceber se 
essas repetições, evoluíram a partir dos organismos superiores ou se já existiam em 
organismos mais baixos na árvore filogenética. Os resultados obtidos para genes com 
repetições envolvidas em doenças, serão posteriormente comparados com genes contendo 
repetições, mas em que não foi estabelecida até à data, uma relação directa entre essas 
doenças e as repetições existentes. 
5.3.2 ADAS - Algoritmo de detecção automática de sequências 
Como resposta aos problemas foram concebidos e implementados vários algoritmos, entre 
os quais o algoritmo de detecção automática de sequências, designado por ADAS 
(Algoritmo de detecção automática de sequências), baseado na distância de Levenshtein 
[163], que permite encontrar a subsequência dentro de um gene de um organismo superior, 
que esteja à “menor distância” da subsequência padrão do organismo ancestral – a melhor 
aproximação. Para além deste algoritmo foi adoptada a metodologia referida em [164], 
para a contagem de repetições de codões, sendo neste caso implementada uma aplicação 
específica para esse fim, integrada com a ferramenta indicada anteriormente. A 
metodologia considera a exclusão da análise de repetições, dos genes que não cumprem 
cumulativamente as seguintes condições: 
 Iniciar por ATG/AUG. 
 Comprimento do gene múltiplo de 3. 
 Termina com TAA/UAA ou TAG/UAG ou TGA/UGA (codões de STOP). 
 Contém codões STOP apenas no fim do gene. 
 Não contém nucleótidos desconhecidos. 
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A metodologia para aminoácidos segue os mesmos critérios, com as devidas adaptações. 
O algoritmo ADAS, para detecção automática de sequências foi publicado em [165], tendo 
sido complementado com um caso de estudo em [166], nomeadamente através da 
aplicação de regras de criação de grupos (clusters) e ferramentas de visualização de 
agrupamentos dos dados processados (dendograma), numa abordagem adaptada do 
algoritmo CLUSTAL [78]. 
O algoritmo (Figura 5.4) para pesquisa de subsequências em genes dos vários organismos 
em estudo, que sejam idênticos ou muito próximos da sequência padrão, em cada um dos 
genes, teve como principio a divisão da sequência padrão em sequências mais pequenas - 
prefixos e sufixos - conforme ilustrado na Figura 5.5. No final da execução do algoritmo 
obtêm-se as sequências contidas no gene, à menor distância da sequência padrão. 
Os prefixos e sufixos gerados a partir da sequência inicial são guardados numa lista, que é 
posteriormente ordenada por ordem decrescente, relativamente ao comprimento dos 
sufixos e prefixos obtidos. O processo decorre até encontrar para o maior prefixo ou 
sufixo, as sequências dentro do gene que melhor se ajustam à sequência padrão. Desta 
forma, garante-se que ao ser encontrada uma subsequência da sequência inicial, essa estará 
provavelmente na região onde a conservação terá ocorrido. 
Algorithm ADAS 
Input: String S, Pattern P 
Output: Position for best substring from S adjusted to P 
n  Length(S) 
 {first we try to find exact match of P inside S} 
If InString(S, P) Then {we can use KMP Algorithm to compute InString} 
 Return Position 
Else 
 Create an array P’ with Prefixes and Suffixes from P 
 {sort the array of substrings from greater length to smaller} 
 Sort P’ 
 For Each item S’ in P’ 
  If InString(S, S’) Then 
   Compute best substring from left to right of 
   position of S’ with smaller distance to P 
      {using Levenshtein distance} 
   Return Position 
  End If 
 End For 
End If 
 
Figura 5.4: Algoritmo de detecção automática de sequências 
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Figura 5.5: Subdivisão da sequência inicial em prefixos e sufixos 
O diagrama de actividades do algoritmo, apresentado na Figura 5.6, ilustra de uma forma 
genérica o fluxo de funcionamento do algoritmo. 
 
Figura 5.6: Diagrama de actividades do algoritmo ADAS 
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Posteriormente, efectua-se o varrimento por “Brute Force” da zona onde essa subsequência 
é encontrada num intervalo de aproximadamente metade do tamanho da sequência inicial, 
quer à esquerda quer à direita da sequência detectada, garantindo assim que a zona de 
vizinhança dessa sequência será maior em tamanho (praticamente o dobro), do que a 
sequência inicial (Figura 5.7). 
 
Figura 5.7: Demonstração do funcionamento do algoritmo de detecção de sequências 
1 – Detecção da subcadeia máxima a partir da sequência inicial, inserida no gene; 2 – Aplicação da técnica de 
“Brute Force” num intervalo dinâmico. 
Atendendo ao facto de que pode existir mais do que uma sequência com nível de 
similaridade igual, o algoritmo percorre todo o gene, aplicando a mesma técnica sempre 
que uma sequência nessas condições for encontrada. No final são apresentadas todas as 
subsequências encontradas, cuja distância à sequência inicial seja mínima. 
5.4 RepCORE - Detecção e exploração de sequências exactas e 
aproximadas em genes ortólogos 
Para suportar o estudo foi construída uma solução computacional, designada por 
RepCORE, desenhada especificamente para dar resposta aos requisitos definidos. Essa 
solução informática é composta por duas componentes distintas (Figura 5.8), sendo 
respectivamente implementadas de acordo com os requisitos da 1ª e 2ª fase do estudo. 
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Repetitions and Clustering
GeneX Repetitions
Cluster Analysis
Orthology Explorer
Orthologous data retrieval
Web Explorer
Advanced search
 
Figura 5.8: Diagrama de componentes do sistema RepCORE de suporte às duas fases 
Na 1ª fase do estudo, para além da componente gráfica desenvolvida, é dada especial 
relevância ao algoritmo ADAS, à criação de clusters e produção do dendograma, uma vez 
que foi com base nestes algoritmos e métodos que se obtiveram alguns resultados, 
publicados em [165-166]. 
A 2ª fase do estudo é suportada por uma aplicação de integração de serviços, baseada na 
plataforma Web. Contudo, sendo no entanto uma ferramenta executável, não depende 
exclusivamente dessa tecnologia, para efectuar alguns métodos de análise, podendo operar 
com dados em linha (se for o caso) ou com dados locais previamente guardados. Para o 
processamento em linha, recorre a Web Services para obter dados actualizados, se essa for 
a opção do utilizador, ou aos ficheiros locais que tenham sido previamente criados pela 
aplicação. Nessa fase é dada especial relevância à integração de dados com recurso à 
utilização de objectos Office Web Components, permitindo que os dados sejam 
manipulados em folhas de cálculo integradas e facilmente exportadas para ficheiros 
perfeitamente compatíveis com outras aplicações, para posterior manipulação. 
Em ambas as aplicações o móbil comum respeita a análise de ortólogos, pelo que ambas as 
ferramentas trabalham com as mesmas fontes de dados, no caso a base de dados de 
ortólogos do KEGG [62]. 
O algoritmo ADAS, descrito anteriormente, será incluído na componente aplicacional 
“Cluster Analysis”, da aplicação “Repetitions and Clustering”. 
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5.4.1 RepCORE - Repetitions and Clustering 
A aplicação desenvolvida para suportar o estudo de acordo com os requisitos definidos na 
1ª fase é composta por dois módulos – “GeneX Repetitions” e “Cluster Analysis”, 
conforme pode ser observado na figura 5.8. 
Módulo GeneX Repetitions 
O primeiro destes módulos, cuja interface é apresentada na Figura 5.9, apresenta as 
seguintes funcionalidades, que vão para além dos requisitos definidos inicialmente, mas 
que se revelaram fundamentais para o sucesso do estudo: 
 Leitura do genoma (orfeoma) ou ficheiros contendo genes no formato 
FASTA a partir do item de menu “Data File”. 
 Parametrização no que respeita ao tamanho mínimo de repetições a 
pesquisar, bem como na supressão ou não, dos genes que não têm 
repetições. 
 Agrupamento em árvore dos genes contendo repetições. 
 Identificação para cada codão repetido, da localização da repetição exacta e 
do tamanho em termos de número de codões. 
 Possibilidade de alteração do aminoácido traduzido por determinado codão. 
 Visualização em tempo real da localização da repetição, mediante um 
simples clique do rato no respectivo nó contendo o codão ou aminoácido. 
 Possibilidade de ampliação/redução do espaço de visualização do gene e das 
respectivas repetições. 
 Gravação dos dados contidos na vista em árvore no formato padrão CSV 
(com “;” ou com outro símbolo como separador de valores), podendo ser 
utilizado posteriormente numa folha de cálculo. 
 Conversão automática para aminoácidos, mantendo as mesmas 
funcionalidades, sem que seja necessário criar ou abrir um novo ficheiro. 
Nesta componente o utilizador pode definir previamente os parâmetros e posteriormente 
abrir o ficheiro contendo os dados no formato FASTA, que como já foi referido, poderá ser 
um genoma (orfeoma) ou um ficheiro contendo genes de diversos organismos. 
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De salientar que a aplicação aqui descrita, detecta e identifica apenas repetições exactas 
nos genes que verificam as condições de elegibilidade referidas anteriormente. 
Para além desses requisitos, a aplicação apresentada na Figura 5.9, efectua a leitura codão 
a codão (3 nucleótidos seguidos). 
 
Figura 5.9: Interface do módulo de exploração de repetições em genes 
Em termos de interface (Figura 5.9), a utilização da árvore de visualização traduz-se numa 
forma bastante amigável de organizar os dados uma vez que o utilizador vai navegando 
pelos nós dos genes contendo as repetições, sendo automaticamente actualizada a janela da 
direita com a localização da repetição, podendo logo aí, tirar conclusões quando à 
frequência de surgimento de determinada repetição. 
Quanto à gravação dos dados presentes na árvore é uma funcionalidade chave em todo o 
processo. A aplicação efectua apenas o processamento e devolve os dados num formato 
amigável do ponto de vista da visualização da informação, mas que não permite manipular 
essa informação. Assim, a utilização de formato aberto CSV é fundamental para posterior 
análise dos dados, nomeadamente numa folha de cálculo. 
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Por último, de salientar a importância de incorporar a funcionalidade de alteração da 
associação entre codão e aminoácido, de forma a garantir que situações como a descrita em 
[135], estão consideradas não produzindo enviesamento dos resultados que vierem a ser 
obtidos na execução da aplicação. Essas situações dizem respeito a determinados 
organismos que não traduzem alguns codões usando a associação tradicional, como por 
exemplo, o fungo Candida albicans que traduz o codão CTG como serina em vez de 
leucina. 
Módulo Cluster Analysis 
O segundo módulo desta 1ª fase do estudo, vem responder aos restantes requisitos 
incorporando diversas funcionalidades: 
 Implementação do algoritmo ADAS para detecção automática de 
subsequências aproximadas a uma sequência inicial, num conjunto de vários 
genes. 
 Criação da matriz de distâncias entre sequências. 
 Clustering entre sequência utilizando a distância euclidiana. 
 Criação do dendograma utilizando a matriz de distâncias, tendo como 
método o valor médio da distância entre clusters. 
 Exportação do dendograma para um formato padrão (JPG). 
 Funcionamento com várias folhas de dados num único interface. 
Esta componente serve como complemento à ferramenta anterior, podendo, no entanto, ser 
usada de uma forma perfeitamente autónoma. 
No fluxo de trabalho proposto para o estudo, o papel desta ferramenta está directamente 
relacionado com a determinação das sequências de repetição aproximadas à sequência 
repetida inicial (algoritmo ADAS). Todavia, no decorrer da preparação do estudo, outras 
questões foram sendo formuladas, tendo surgido a necessidade de implementar as outras 
funcionalidades, nomeadamente a comparação entre vários genes e a relação de distância 
entre eles. 
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Dessa forma criou-se uma ferramenta versátil, ilustrada na Figura 5.10, que não se resume 
estritamente para a análise de subsequências, mas a um leque mais alargado de opções, 
podendo funcionar com quaisquer sequências, sejam de repetição ou não. 
Na folha de dados “Sequences”, deve seguir-se a regra de colocar na primeira linha e na 
primeira coluna o identificador da sequência inicial e na segunda coluna a respectiva 
sequência. Nas linhas seguintes deverão ser colocados os identificadores (p.e. o Gene ID) e 
as respectivas sequências, na primeira e segunda coluna respectivamente. 
 
Figura 5.10: Interface do módulo Cluster Analysis 
A incorporação da opção “Sample data” para escrever dados de teste, serve precisamente 
para que se possa de uma forma simples, mostrar como é que a introdução de dados deve 
ser efectuada. 
Ao pressionar o botão “Distances” a aplicação utiliza os dados da folha “Sequences” 
criando na folha de dados “Distance matrix” a matriz das distâncias. De salientar que, caso 
o utilizador assim pretenda, a matriz pode ser guardada num ficheiro CSV, podendo ser 
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carregada para o programa posteriormente. A matriz de distâncias é utilizada para o cálculo 
dos clusters, no respectivo separador. 
Após a criação dos clusters, é possível a criação do dendograma, bastando para isso aceder 
ao respectivo separador. A construção do dendograma é dinâmica, ou seja, pode ser 
ajustada em tempo real bastando para esse efeito deslocar as barras horizontal e vertical. 
Sempre que o dendograma é ajustado ou reconstruído, é criada uma cópia em memória 
podendo ser facilmente colado em documentos ou aplicações externas. Incorpora também a 
possibilidade de mudar a cor da linha bem como a fonte (estilo, tamanho, etc.), o número 
de casas decimais a apresentar e a espessura da linha. 
5.4.2 RepCORE - Orthology Explorer 
Na sequência da componente desenvolvida na 1ª fase, foi desenvolvida uma outra 
aplicação informática de integração de dados, que responde aos requisitos definidos para a 
2ª fase. Pretendia-se comparar genes causadores de doenças, com os respectivos genes 
ortólogos de diferentes organismos. 
A integração de dados disponíveis na Web reveste-se de alguns requisitos essenciais, desde 
logo pela necessidade de uma ligação (quase) permanente à internet, por outro lado pela 
disponibilização do lado do servidor, dos dados em tempo útil. 
Há também que ter em consideração o facto de que, embora existam bases de dados 
confiáveis disponíveis na Internet [61-62], as ferramentas de pesquisa tradicionais, 
baseadas em Web browsing, nem sempre correspondem aos requisitos, quer a nível de 
interface, quer de velocidade. A utilização dessas ferramentas, tornariam essas tarefas 
praticamente impossíveis de cumprir em tempo útil, uma vez que grande parte do processo 
teria de ser realizado manualmente. 
As ferramentas a ser implementadas terão, no entanto, que recorrer às tecnologias e 
interfaces disponibilizados pelos sítios da Internet que disponibilizam as bases de dados, 
nomeadamente pela invocação de serviços Web. 
Em alternativa à utilização de uma ligação permanente à internet via browser Web, a 
utilização de aplicações standalone permitem quebrar de alguma forma, a barreira imposta 
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pelas limitações referidas anteriormente, desde que estabeleçam a ligação apenas e só para 
a recuperação dos dados de base e efectuem o pós-processamento off-line. 
Recorrendo a tecnologias baseadas na Web, como por exemplo Web services, a obtenção 
dos dados é facilitada, podendo o utilizador trabalhar os dados posteriormente, mesmo que 
a ligação à internet quebre ou não exista. Por outro lado, o desempenho da aplicação na 
obtenção dos resultados, ficará dependente das características do equipamento (PC) 
utilizado, evitando assim constrangimentos associados ao processamento via Web baseado 
na arquitectura cliente/servidor, em que o estrangulamento da largura de banda leva 
diversas vezes à quebra de ligação ao servidor, originando retrabalho e desmotivação nos 
utilizadores. 
Para a prossecução do trabalho proposto, foi desenvolvida uma aplicação standalone que, 
de uma forma iterativa, constrói a base de relacionamento entre genes de diversos 
organismos. Para esse efeito, utiliza os genes previamente identificados como sendo genes 
implicados em doenças, contendo repetições de codões/aminoácidos. O valor de repetições 
tido como mínimo aceitável é por defeito 10, sendo este valor referido por [148], como 
sendo o número minimamente representativo das repetições de codões e/ou aminoácidos. 
A base de dados do KEGG é considerada uma referência a nível mundial na área da 
informação genómica, especialmente no campo de genes ortólogos, disponibilizando uma 
API de acesso bastante extensa e intuitiva, pelo que a opção para o desenvolvimento da 
interface recaiu sobre essa base de dados. Para esse efeito, recorreu-se a serviços Web, 
podendo-se extrair daí os dados de aminoácidos e de codões e criar localmente e de uma 
forma automática os ficheiros de dados. 
De referir que a utilização do Web Service Interface7, nomeadamente na sua integração 
com a plataforma .NET, requer algumas alterações aos parâmetros default do Web Service, 
como mostrado na Figura 5.11. 
                                                 
 
7 http://soap.genome.jp/KEGG.wsdl 
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Dim k As New kegg.KEGGPortTypeClient 
Dim binding As System.ServiceModel.BasicHttpBinding 
binding = DirectCast(k.Endpoint.Binding, _ 
                     System.ServiceModel.BasicHttpBinding) 
binding.MaxReceivedMessageSize = 50000000 
binding.MaxBufferSize = 50000000 
binding.ReaderQuotas = System.Xml.XmlDictionaryReaderQuotas.Max 
binding.SendTimeout = TimeSpan.FromMinutes(2) 
 
Figura 5.11: Configuração dos parâmetros dos serviços Web do KEGG em VB.NET 
Dessa forma conseguem-se ultrapassar os problemas relacionados com a capacidade 
memória do buffer de dados via HTTP e dos erros de timeout. Os erros de passagem de 
dados via HTTP, ocorrem quando o buffer de dados é esgotado, estando esse valor 
definido como 64Kb, o que se revela manifestamente insuficiente uma vez que existem 
genes cuja informação associada, excede em muito esse valor. Ao definir esse parâmetro 
com um valor próximo de 50Mb, garante-se praticamente a recolha dos dados sem 
ocorrência de erros. Para evitar situações em que o sistema possa ficar demasiado tempo a 
consumir os recursos de conexão, definiu-se o parâmetro de timeout para 2 minutos. 
A aplicação (Figura 5.12) foi desenvolvida com recurso à plataforma .NET, com 
integração de Office Web Components, sendo composta por três módulos conforme está 
especificado no diagrama de componentes.  
 
 
Figura 5.12: Interface da aplicação com várias janelas abertas simultaneamente que permite 
vários estudos durante a mesma sessão 
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Dois módulos principais, “Orthologous data retrieval” e “Advanced search”. Incorpora 
também um Browser Web apontando directamente para a página do KEGG, cuja mais-
valia será avaliada posteriormente. 
De referir que a aplicação apresenta algumas características importantes tais como a 
possibilidade de trabalhar com várias instâncias de cada módulo simultaneamente (no 
máximo 10), cada uma acedendo a dados de uma forma isolada e independente das 
restantes, permitindo assim que se possam efectuar vários estudos simultaneamente 
durante a mesma sessão. 
Módulo Orthologous data retrieval 
Para responder aos requisitos definidos para a execução do estudo, o módulo incorpora 
diversas funcionalidades: 
 Pesquisa por GeneID, KO (KEGG Orthology), doença ou via metabólica. 
 Recuperação da informação geral do gene. 
 Separação da secção de codões e da secção dos aminoácidos. 
 Listagem das doenças relacionadas com determinado gene. 
 Exibição da informação relativa a uma determinada doença. 
 Incorporação de até 10 instâncias do módulo integradas na aplicação e 
independentes entre si, simultaneamente. 
 Listagem de genes ortólogos com pesquisa integrada entre ortólogos, com 
parametrização dos limites e níveis de profundidade de pesquisa. 
 Possibilidade de gravação local dos ficheiros contendo os genes 
pesquisados. 
Este módulo (Figura 5.13) é uma ferramenta de exploração isolada da base de dados (back 
office), permitido que através da introdução apenas do geneID o ou KO, por exemplo 
“hsa:367” ou “ko:K08557”, o sistema devolva os respectivos ortólogos, na profundidade 
desejada. 
A informação recolhida é então exibida nas janelas da aplicação, sendo os respectivos 
genes ortólogos exibidos na lista do lado esquerdo, assim como a informação relativa a 
doenças relacionadas com esse gene, e a informação sobre pathways, caso exista. 
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Figura 5.13: Duas instâncias independentes do módulo “Orthologous data retrieval” 
O utilizador poderá então, se assim o desejar, aceder aos ortólogos, bastando para isso 
seleccionar o respectivo gene na lista da esquerda. 
Os dados que vão sendo visualizados nas caixas de aminoácidos e de nucleótidos são por 
defeito guardadas em memória, pelo que o utilizador poderá gravar os dados, bastando 
para isso seleccionar a respectiva opção. Ao aceder à lista de doenças, os dados são 
exibidos numa janela, mostrando toda a informação disponível, incluindo a referências 
bibliográficas sobre essa doença. 
A caixa GeneID contém valores definidos por defeito com a intenção de apresentar as 
várias alternativas de pesquisa que podem ser utilizadas no referido campo. 
Módulo Advanced search 
No que diz respeito às funcionalidades implementadas neste módulo (figura 5.14), estas 
vão para além dos requisitos definidos inicialmente, uma vez que a inclusão de 
determinadas funcionalidades se mostrou importante para a execução do estudo em causa, 
podendo assim identificar-se as seguintes: 
 Pesquisa automática de genes ortólogos para uma lista de genes, com 
processamento e criação de ficheiros automática na pasta previamente 
seleccionada. 
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 Utilização de duas listas de dados sem dimensão pré-definida – uma para os 
genes, outra para os organismos. 
 Processamento sequencial com criação de folhas de cálculo – uma para cada 
gene, contendo os resultados das repetições nos genes ortólogos. 
 Possibilidade de gravação das folhas de cálculo num ficheiro no formato 
XLS. 
 Pesquisa de repetições usando o formato reduzido para aminoácidos 
(símbolo único) com a inclusão ou não de erros, por valor absoluto ou por 
percentagem. 
 Possibilidade da pesquisa referida no ponto anterior, se efectuar sobre 
ficheiros locais, ou usando Web services recorrendo nesse caso às listas na 
folha de cálculo Data, como fonte de dados para submissão on-line. 
 Incorporação de até 10 instâncias do módulo integradas na aplicação e 
independentes entre si, simultaneamente. 
 Parametrização dos níveis de pesquisa e inclusão de erros. 
Este módulo é essencialmente uma aplicação de batch processing, ou seja, uma vez criada 
pelo investigador a lista dos genes a pesquisar e definida a lista dos organismos a 
comparar, o sistema encarrega-se de submeter os dados iterativamente para a base de dados 
do KEGG. De seguida, extrai a informação gravando o ficheiro respectivo na pasta 
previamente seleccionada para o efeito.  
De referir que a aplicação necessita dos dados referentes aos genes na primeira coluna e da 
lista dos organismos sobre os quais se pretende encontrar os genes ortólogos, na 2ª coluna, 
conforme exemplificado na figura 5.14 (imagem em 2º plano). 
À medida que os dados vão sendo processados é criada a lista dos genes ortólogos nos 
organismos seleccionados, surgindo ordenados pelo grau de similaridade existente na 
origem. 
No caso de não aparecer o ortólogo num ou mais organismos, poderá ser efectuado o ajuste 
do campo “Limit” para um valor superior. Este não está limitado à lista apresentada, pelo 
que poderá ser introduzido um valor manualmente. 
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O campo “Offset” define o avanço pretendido. Por exemplo,”Limit =60, Offset=20”, 
devolverá os ortólogos que se encontrem entre a posição 20 e 80 da base de dados do 
KEGG, para os ortólogos do gene em causa, ordenados por similaridade (Smith-Waterman 
score). A parametrização do campo Limit para um valor muito elevado pode comprometer 
o desempenho da aplicação. 
 
Figura 5.14: Duas instâncias independentes do módulo “Advanced search” 
A ferramenta incorpora também outras funcionalidades, nomeadamente a obtenção das 
repetições de aminoácidos, com ou sem a admissão de erros, por ortólogos de um ou mais 
genes, colocados nas colunas referidas. Dessa forma, podemos recorrer à utilização dos 
ficheiros locais guardados previamente em Batch Processing, ou optar por utilizar a 
ligação on-line à Web. Nesse caso o desempenho poderá degradar-se, mas em 
contrapartida poderão ser obtidos resultados mais actualizados. 
Após o processamento, são criadas folhas de cálculo com os resultados da análise 
efectuada sobre cada gene e respectivos ortólogos. Essas folhas de cálculo podem ser 
guardadas localmente no formato XLS, em ficheiro único, uma vez que o módulo 
incorpora a gestão de folhas de dados, compatível com Excel ou OpenOffice. 
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Ao utilizador é facultada uma opção (“Load sample data”), que cria na folha de dados 
inicial (Data), um conjunto de dados de teste que servem para exemplificar a forma de 
funcionamento do módulo de pesquisa de repetições de aminoácidos. 
Módulo Web explorer 
A inclusão de um explorador Web na aplicação pode ser questionada, uma vez que a 
plataforma se concentra na integração dos serviços Web e na similaridade entre sequências 
e estas características também podem ser obtidas através de um browser Web comum. 
A opção de incluí-lo tem a ver com outros trabalhos em curso, que visa proporcionar um 
sistema de anotação automática no explorador para destacar conceitos e sequências 
relacionadas com os estudos. Além disso, uma vez que este browser está integrado na 
aplicação, pode facilmente trazer vantagem na obtenção de mais informações nas páginas 
acedidas. 
Poder-se-á numa versão futura, efectuar o registo do fluxo de trabalho, para que cada 
sessão possa ser restabelecida e consultada posteriormente. Do ponto de vista operacional 
não se revela uma ferramenta essencial, sendo apenas um acessório. 
5.5 Resumo 
Neste capítulo foi apresentada uma solução computacional de integração de diversos 
serviços, composta por várias componentes. Estas foram desenvolvidas por duas fases 
distintas, de forma a responder aos requisitos definidos inicialmente. A utilização da 
distância de Levenshtein é frequente na área da bioinformática. No entanto, o algoritmo 
aqui apresentado (ADAS), apresenta um carácter inovador, ao conjugar essa medida com 
estruturas de sufixos e prefixos para detecção de padrões exactos ou aproximados. Dessa 
forma, as potencialidades desse algoritmo possibilitam um campo de aplicação bastante 
alargado indo para além da mera detecção de cadeias de repetição. 
A incorporação de ferramentas de clustering e criação de árvore (dendograma), permitem 
estabelecer paralelismos entre diversos organismos no que diz respeito à sua evolução 
relativamente à existência de padrões de repetição. 
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Na segunda fase, as componentes informáticas implementadas, integram uma aplicação 
standalone com serviços Web da base de dados KEGG, permitindo a extracção de 
informação por diversos métodos e possibilitando um vasto leque de alternativas, desde a 
gravação local de grupos de genes ortólogos, processamento com dados on-line ou a partir 
dos ficheiros locais, exportação de folhas de cálculo entre outros. 
A exploração de repetições a este nível faz-se a partir das sequências de genes ortólogos na 
forma de proteoma, sendo estas processadas a partir dos ficheiros locais. Para isso é criada 
automaticamente uma folha de dados no formato XLS, contendo todos os dados de 
repetições, com inclusão ou não de erros, para cada gene analisado e respectivos genes 
ortólogos. 
A integração de serviços Web torna a aplicação mais funcional e uma excelente ferramenta 
de trabalho para grandes volumes de dados, nomeadamente na recuperação e na análise 
massiva de repetições de genes ortólogos, uma vez que o processamento e gravação de 
dados são efectuados com base numa lista de genes previamente criada, juntamente com a 
lista de organismos do estudo. A metodologia aplicada, poderá ser utilizada noutras 
aplicações libertando o utilizador de tarefas que, nalgumas circunstâncias, demorariam dias 
ou meses a executar manualmente. 
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Capítulo 6 
6 Avaliação dos sistemas propostos 
6.1 Introdução 
Neste capítulo procura-se avaliar a adequação das soluções para os problemas formulados 
à partida. Os sistemas computacionais propostos nos capítulos anteriores tiveram por base 
questões biológicas para as quais se pretendia encontrar soluções. Pese embora esta génese, 
a concepção dos sistemas teve em conta a sua generalização para casos de estudo 
semelhantes. Para validação dos modelos propostos e das respectivas aplicações 
implementadas, foram realizados diversas simulações e testes com dados reais. De seguida, 
apresentam-se alguns dos resultados obtidos pelas aplicações, para suportar os estudos que 
motivaram o seu desenvolvimento. 
A solução computacional GeneSplit foi utilizada para processar inicialmente 11 orfeomas 
de fungos. De salientar, o facto de que o sistema produz um relatório exaustivo, resultante 
do processamento de cada orfeoma, onde estão presentes todos os dados relativos à 
exclusão dos genes, nomeadamente: total de genes de cada orfeoma; quantos foram 
excluídos e qual a regra que falhou para ditar a exclusão de determinado gene. Para além 
desse resultado, que sumariza o processamento do orfeoma, é registado, por opção do 
utilizador, os genes que possuem repetições de determinado codão e em que quantidades 
são ignorados. 
Quanto à aplicação RepCORE foi utilizada para dois estudos diferentes, inicialmente sobre 
um conjunto de 8 orfeomas, e num segundo estudo um conjunto de 19 orfeomas, que 
serviram de validação dos algoritmos e metodologias implementadas. 
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No primeiro estudo, que coincide com a 1ª fase releva-se a utilização do processos de 
determinação de repetições exactas ou aproximadas nos genes ortólogos da amostra 
(algoritmo ADAS), a criação de clusters e desenho do dendograma. 
Na segunda fase, a validação do software releva a utilização de serviços Web com 
integração de objectos do OWC (Office Web Components) numa aplicação standalone. 
Salienta-se nesta parte do sistema os processos de automatização de recuperação de dados 
da Web, baseado em listas e folhas de cálculo integradas. 
6.2 Análise de frequências de tripletos 
O primeiro caso de estudo centra-se na análise da relação existente entre várias espécies de 
fungos no que diz respeito aos seus orfeomas, nomeadamente pela comparação da 
frequência de sequências de três codões e dos respectivos aminoácidos. 
Como resultado, foram produzidos algoritmos que foram aplicados a um conjunto de 11 
organismos: Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Candida glabrata[167], 
Debaryomyces hansenii, Eremothecium gossypii, Kluyveromyces lactis, Saccharomyces 
bayanus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces mykatae, Saccharomyces paradoxus, 
Schizosaccharomyces pombe. 
A metodologia bem como os resultados obtidos são apresentados nas secções seguintes. 
6.2.1 Análise da complexidade computacional do sistema 
A Tabela 6.1 resume a complexidade de processamento dos orfeomas, que conforme se 
pode observar é O(k) onde k representa o tamanho do ficheiro do orfeoma. Claramente se 
estabelece uma relação entre o tempo de execução e o tamanho do orfeoma. 
Analogamente, pode-se estabelecer um paralelismo entre o tempo de execução e o número 
de genes. No entanto, essa medida não é o melhor referencial, uma vez que poderão haver 
orfeomas com muitos genes em que cada gene tem um comprimento relativamente baixo, 
pelo que irá provocar uma variação significativa em relação a estes resultados. Tal não 
acontece nestes 11 genomas, uma vez que se for calculado o número médio de codões por 
gene e por orfeoma, verifica-se que estes varia entre 476 (Schizosaccharomyces pombe) e 
563 (Candida glabrata), o que em termos globais, não representa um desvio significativo. 
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Tabela 6.1: Comparação da complexidade de processamento entre orfeomas 
Organismo Orfeoma (Mb) 
Tempo de 
Processamento 
(minutos) 
Nº genes 
Nº de 
genes 
válidos 
Nº de 
genes 
excluídos 
Aspergillus fumigatus 14,45 10,2 9923 9923 0 
Candida albicans 9,76 6,9 6661 6072 589 
Candida glabrata 8,69 6,1 5272 5198 74 
Debaryomyces hansenii 9,27 6,6 6893 6274 619 
Eremothecium gossypii 6,93 4,9 4718 4684 34 
Kluyveromyces lactis 7,51 5,3 5331 5223 108 
Saccharomyces bayanus 6,83 4,8 4492 3823 669 
Saccharomyces mykatae 6,73 4,8 4525 3638 887 
Saccharomyces paradoxus 7,42 5,3 4788 4414 374 
Saccharomyces cerevisiae 8,69 6,2 5854 5852 2 
Schizosaccharomyces pombe 6,97 4,9 5000 4659 341 
Como a leitura do ficheiro se processa por gene, só após a sua colocação em memória é 
que as regras de exclusão são analisadas, pelo que o número de genes excluídos não tem 
grande peso no tempo de execução. 
Observando o gráfico da Figura 6.1, verifica-se que o tempo de processamento é 
directamente proporcional ao tamanho do orfeoma, não sofrendo influência do número de 
genes. 
 
Figura 6.1: Gráfico comparativo das variáveis para análise da complexidade 
Os valores apresentados foram obtidos para o software GeneSplit, com todas as opções 
seleccionadas, num PC com processador Dual-Core a 2,1 Ghz com 3Gb de RAM. 
130 
 
 
6.2.2 Dupla contagem de tripletos de codões 
Inicialmente, a contagem de tripletos incidiu sobre a totalidade dos genomas, tendo-se 
confirmado que alguns dos organismos apresentavam no seu orfeoma sequências com 
repetições do mesmo codão/aminoácido. Esse facto já era expectável, pelo que foi 
considerada uma opção na aplicação informática que permite decidir se a contagem deve 
reflectir a totalidade do orfeoma, ou se deve ignorar sequências repetidas, no caso, as 
sequências com mais do que três codões iguais. Na contagem de aminoácidos, são 
considerados iguais, mesmo que o codão de origem seja diferente (codão sinónimo) 
resultando obviamente em sequências repetidas ainda mais longas. 
O objectivo dessa diferenciação foi comparar os resultados entre as duas contagens de 
forma a determinar se o comportamento dos organismos, em termos de frequências 
relativas, foi afectado ou não pela omissão das sequências de repetição. 
De acordo com os objectivos globais do estudo, o método foi aplicado da mesma forma à 
contagem de tripletos de aminoácidos. A Tabela 6.2 resume o resultado destes padrões. 
Tabela 6.2: Resultado total das contagens de tripletos de codões 
 Com repetições Sem repetições Nº de tripletos subtraídos 
Organismo Total de tripletos Total de tripletos Dif. relativa Dif absoluta 
Aspergillus fumigatus 4768119 4766859 0,026% 1260 
Candida albicans 2816707 2810200 0,231% 6507 
Candida glabrata 2602074 2601252 0,032% 822 
Debaryomyces hansenii 2867917 2866709 0,042% 1208 
Eremothecium gossypii 2281251 2280423 0,036% 828 
Kluyveromyces lactis 2469270 2467967 0,053% 1303 
Saccharomyces bayanus 1820077 1818597 0,081% 1480 
Saccharomyces mykatae 1691339 1690414 0,055% 925 
Saccharomyces paradoxus 2166101 2164948 0,053% 1153 
Saccharomyces cerevisiae 2886755 2885337 0,049% 1418 
Schizosaccharomyces 
pombe 2126567 2126293 0,013% 274 
 
6.2.3 Análise global do orfeoma 
Conforme referido, a contagem de tripletos inicialmente não considerava qualquer 
distinção no que diz respeito às sequências repetidas de codões. Os resultados observados, 
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vieram a revelar que o organismo Candida albicans apresentava um grande desvio em 
relação aos outros organismos, conforme se pode verificar pela Tabela 6.3. 
Tabela 6.3: Soma das frequências relativas das repetições de codões e de aminoácidos em cada 
organismo 
Organismo 
Peso das repetições no computo 
geral do orfeoma 
Codões Aminoácidos 
Aspergillus fumigatus 0,14% 0,81% 
Candida albicans 0,59% 1,46% 
Candida glabrata 0,18% 0,79% 
Debaryomyces hansenii 0,20% 0,78% 
Eremothecium gossypii 0,19% 0,78% 
Kluyveromyces lactis 0,20% 0,82% 
Saccharomyces bayanus 0,24% 0,97% 
Saccharomyces mykatae 0,20% 0,91% 
Saccharomyces paradoxus 0,21% 0,90% 
Saccharomyces cerevisiae 0,20% 0,90% 
Schizosaccharomyces pombe 0,12% 0,68% 
 
No gráfico da Figura 6.3 pode-se observar que as repetições contidas nos diversos genomas 
analisados, são, como era de esperar, mais elevadas para os aminoácidos. No entanto, não 
existe uma grande diferença entre as tendências de cada um dos grupos 
(codões/aminoácidos). 
 
Figura 6.2: Gráfico das frequências relativas das repetições de codões e de aminoácidos em cada 
organismo. 
Observa-se contudo, que as repetições envolvendo aminoácidos são bastante mais 
representativas do que as repetições de codões. Essa diferença, resulta em muitos casos de 
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codões sinónimos, resultantes de mutações, que quando analisados no contexto de 
repetições de aminoácidos, acabam por concatenar diversas sequências de codões 
diferentes, mas que codificam o mesmo aminoácido. 
6.2.4 Contagem com a exclusão de repetições de frequência superior a 3 
Considerando que as repetições de codões podem representar ruído, considerou-se à 
partida a possibilidade de se comparar os resultados com e sem as repetições. Nesta 
situação, foram excluídos das contagens os tripletos que resultassem iguais aos seus 
antecessores, ou seja apenas é considerada uma sequência de três codões, sempre que 
contiguamente surjam mais do que três codões. 
Para efectuar essa filtragem, foi implementada uma funcionalidade, que regista num 
ficheiro de texto, o relatório de exclusões, a informação relativa ao gene onde a exclusão 
ocorre, o codão sobre o qual ocorre a exclusão e em que quantidade. 
A diferença entre as contagens com repetições e as contagens sem repetições resultou 
numa diferença significativa, principalmente para o organismo Candida albicans, como se 
previa, conforme se pode observar pelo gráfico da Figura 6.3, tendo por base a tabela 
apresentada anteriormente (Tabela 6.2). 
 
Figura 6.3: Gráfico das diferenças relativas entre as contagens com repetição versus sem 
repetição de codões 
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6.2.5 Contagens de sequências máximas de codões iguais 
De forma a atingir outro dos objectivos traçados inicialmente, observar o comportamento 
de cada organismo no que diz respeito ao comprimento máximo de cadeias de codões e de 
aminoácidos totalmente iguais, foi efectuada a análise às sequências que ocorrem em cada 
organismo, tendo-se para esse efeito, recorrido às respectivas funcionalidades na aplicação 
GSCore. 
Pretendia-se assim verificar se o comportamento do organismo Candida albicans era muito 
diferenciado dos restantes, ou se, pelo contrário, tinha uma distribuição idêntica. Concluiu-
se que não existem diferenças significativas. No entanto constatou-se que existem 
determinados codões que apresentam frequentemente cadeias longas de determinados 
codões, nomeadamente CAA, GAA, AAT, conforme se pode observar no gráfico da Figura 
6.4, para o organismo Aspergillus fumigatus. 
Relativamente às contagens de cadeias máximas de aminoácidos, o resultado foi idêntico, 
havendo obviamente algumas diferenças pelo facto de haver mais do que um codão que 
codifica o mesmo aminoácido e portanto, originou naturalmente cadeias maiores. No 
gráfico da Figura 6.5, pode-se observar para o organismo Candida albicans, o resultado 
das cadeias máximas de repetição. 
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Figura 6.4: Gráficos comparativos relativamente às cadeias máximas de codões repetidos em 
Aspergillus fumigatus 
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Figura 6.5: Gráfico comparativo relativamente às cadeias máximas de aminoácidos repetidos em 
Candida albicans 
 
6.2.6 Análise do 10 tripletos de codões e de aminoácidos mais 
representativos 
Nesta secção, o objectivo prende-se com a necessidade de se observar, pela análise dos 
resultados obtidos, quais os 10 tripletos mais representativos no computo geral do orfeoma. 
Conforme se pode constatar pela observação do gráfico da Figura 6.6, a Candida albicans 
é o organismo em que os 10 tripletos mais representativos, têm maior peso no cômputo 
geral do genoma, representando nesse caso cerca de 1,3%. 
 
Figura 6.6: Gráfico comparativo entre os vários organismos da relevância que os 10 tripletos 
mais representativos, têm no cômputo geral do genoma 
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Para este gráfico foram considerados os 10 tripletos de codões, que maior valor absoluto 
apresentam para cada organismo, tendo o mesmo raciocínio sido aplicado à análise de 
aminoácidos. Na Tabela 6.4 está um exemplo desses valores, considerando tripletos de 
aminoácidos, para o organismo Candida albicans, produzido pelo GeneSplit. 
Tabela 6.4: Tabela dos 10 tripletos de aminoácidos mais frequentes para Candida albicans 
Tripleto (AA) Valor Observado 
Valor 
esperado 
Probabilidade 
de ocorrência 
do tripleto (PO) 
Frequência 
relativa (FR) FR-PO FR/PO 
SERSERSER 7171 2175 0,00072417 0,00238733 0,001663 3,296643 
GLNGLNGLN 6237 269 0,000089536 0,002076388 0,001987 23,19054 
ASNASNASN 5048 902 0,000300178 0,001680553 0,00138 5,598522 
THRTHRTHR 4644 698 0,000232285 0,001546055 0,001314 6,655854 
GLUGLUGLU 3986 798 0,000265769 0,001326997 0,001061 4,993047 
ASPASPASP 3015 609 0,000202663 0,001003737 0,000801 4,952739 
SERSERTHR 2731 1489 0,000495717 0,00090919 0,000413 1,834091 
SERTHRSER 2697 1489 0,000495717 0,00089787 0,000402 1,811255 
THRSERSER 2697 1489 0,000495717 0,00089787 0,000402 1,811255 
SERSERLEU 2684 2246 0,000747694 0,000893543 0,000146 1,195065 
De forma a complementar os resultados obtidos, é da mesma forma importante, efectuar a 
análise aos 10 tripletos menos representativos. 
Verificou-se que o organismo Candida albicans (Tabela 6.5) não possui no seu orfeoma o 
tripleto TRPMETTRP, o que se revelou bastante interessante atendendo ao valor esperado 
(21), bem como pelo facto desse organismo não conseguir sintetizar proteínas que 
combinem esse tripleto de aminoácidos. 
Tabela 6.5: Tabela dos 10 tripletos de aminoácidos menos frequentes para Candida albicans 
Tripleto (AA) Valor Observado 
Valor 
esperado 
Probabilidade 
de ocorrência 
do tripleto (PO) 
Frequência 
relativa (FR) FR-PO FR/PO 
CYSMETTRP 7 5 0,000001716 0,00000233 6,14E-07 1,357809 
TRPCYSTRP 7 7 0,000001053 0,00000233 1,28E-06 2,212726 
METTRPPRO 7 5 0,00000696 0,00000233 -4,6E-06 0,33477 
HISTRPTRP 6 6 0,000002023 0,000001997 -2,6E-08 0,987148 
CYSTRPTRP 6 3 0,000001053 0,000001997 9,44E-07 1,896486 
HISMETTRP 6 10 0,000003298 0,000001997 -1,3E-06 0,605518 
METTRPTRP 6 5 0,000001522 0,000001997 4,75E-07 1,312089 
CYSTRPMET 5 5 0,000001716 0,000001665 -5,1E-08 0,97028 
CYSTRPHIS 3 5 0,000002282 0,000000999 -1,3E-06 0,437774 
TRPMETTRP 0 21 0,000001522 0 -1,5E-06 0 
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6.3 Análise de repetições de codões e de aminoácidos em genes 
ortólogos 
Tendo por base a solução computacional RepCORE, aplicações desenvolvidas e 
apresentadas no Capítulo 5, foi criado um protocolo de trabalho, validado em dois estudos 
distribuído por duas fases. 
A primeira parte consistiu em encontrar num organismo ancestral (Schizosaccharomyces  
pombe) os genes com repetições superiores ou iguais a 10. Posteriormente foram 
identificados os genes ortólogos pertencentes aos organismos restantes da tabela 6.5. 
Utilizando os genes previamente identificados como ortólogos, analisou-se quais desses 
genes estavam presentes em todos os organismos da tabela, procurando-se de seguida as 
sequências que se ajustavam às repetições de codões encontradas no organismo ancestral. 
Para esse efeito utilizou-se uma implementação do algoritmo ADAS. 
Tabela 6.6: Lista de organismos utilizados na 1ª fase 
Classificação 
genealógica 
Organismo 
(Kegg ID) 
1 Schizosaccharomyces pombe (spo) 
2 Aspergillus fumigatus (afm) 
3 Candida albicans (cal) 
4 Saccharomyces cerevisiae (sce) 
5 Arabidopsis thaliana (ath) 
6 Drosophila. Melanogaster (dme) 
7 Mus musculus (mmu) 
8 Homo sapiens (hsa) 
Após a identificação dos genes ortólogos nos organismos identificados na Tabela 6.6, 
procurou-se saber o nível de envolvimento desses genes em doenças no ser humano, bem 
como a dimensão das repetições. 
A prossecução desse estudo levou-nos à 2ª fase, onde, o estudo foi orientado para a relação 
que existe entre os genes que possuem repetições e as doenças que esses genes originam no 
ser humano. Para além dessa relação, procurou-se compreender a evolução que esses genes 
tiveram ao longo da cadeia evolutiva, sendo utilizada para esse efeito uma lista mais 
alargada de organismos, disponível na Tabela 6.7. 
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Tabela 6.7: Lista de organismos e respectiva classificação filogenética utilizados na 2ª fase 
ve
rt
eb
ra
te
 
m
am
m
al
s 
viviparous 
Bos taurus 
Canis familiaris 
Homo sapiens 
Mus musculus 
Pan troglodytes 
marsupial Monodelphis domestica 
oviparous Ornithorhynchus anatinus 
bird Gallus gallus 
fish Danio rerio 
in
ve
rt
eb
ra
te
 
insect Drosophila melanogaster 
worm Caenorhabditis elegans 
plant Arabidopsis thaliana 
fungus 
Aspergillus fumigatus 
Kluyveromyces lactis 
Saccharomyces cerevisiae 
Schizosaccharomyces pombe 
protozoan Plasmodium falciparum 
bacteria Clostridium perfringens Mycobacterium tuberculosis 
 
Do protocolo da segunda fase (Figura 6.7), foi considerada a hipótese de certos genes 
estarem directamente envolvidos em doenças, mas sem que exista uma relação directa 
entre a doença e a existência de sequências repetidas de codões ou aminoácidos. 
 
Figura 6.7: Workflow de integração de dados. 
Obter os genes humanos a partir da base 
de dados KEGG 
Seleccionar genes com 
repetições  >= 10 
Seleccionar os genes relacionados com doenças 
Seleccionar  genes com repetições relacionadas 
com doenças 
Seleccionar genes com repetições não 
relacionadas com doenças 
Para cada  gene, obter do KEGG o gene ortólogo, 
para cada  organismo presente na lista 
Comparar resultados 
Para cada grupo de genes ortólogos, calcular as 
repetições 
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No entanto, conforme já foi referido anteriormente, vários estudos comprovaram a relação 
do aumento de repetições nos genes, com doenças genéticas no homem [9, 152, 162, 168-
173]. 
O estudo foi realizado no sentido de determinar se as repetições existentes nos genes 
causadores de doenças se propagaram dos organismos menos evoluídos para os mais 
evoluídos. Dessa forma será possível avaliar de que forma esse propagação ocorreu, com 
redução, conservação ou aumento no número de repetições. Como informação à partida, 
utilizámos os genes relacionados com doenças que incluem repetições de codões e de 
aminoácidos, de acordo com o workflow da Figura 6.7. 
6.3.1 Detecção de sequências exactas e aproximadas 
Na primeira fase identificámos cada gene, o aminoácido repetido, o número de repetições 
bem como a sua localização registando-se a posição inicial da contagem. Como forma de 
controlo, foram efectuados os mesmos procedimentos para os restantes organismos da 
Tabela 6.6. A detecção de repetições idênticas dos mesmos codões noutros organismos, 
por si só, não é significativa, uma vez que falta saber se os genes onde as repetições são 
detectadas, são ortólogos. Para esse efeito, foram seleccionados os organismos a partir da 
base de dados KEGG [62]. Uma vez determinadas as repetições de codões, avançou-se 
para a detecção de repetições de aminoácidos, pois os resultados variam, obtendo-se um 
número mais elevado de repetições destes últimos como seria de esperar, sendo também de 
certa forma mais importante do ponto de vista biológico, uma vez que são estes que 
compõem as proteínas. 
A Tabela 6.8 resume os genes do organismo ancestral que contêm repetições de 
aminoácidos. 
Tabela 6.8: Genes do organismo Schizosaccharomyces pombe que possuem maior número de 
repetições 
Gene ID Aminoácido Posição inicial 
Nº de 
repetições 
>SPBC30B4.01C SER (S) 466 52 
>SPBC146.01 GLN (Q) 769 33 
>SPCC553.10 SER (S) 433 15 
>SPBC30B4.01C SER (S) 655 14 
>SPAC13F5.02C GLU (E) 931 13 
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Embora o gene SPBC30B4.01C apresente um número de repetições superior (52), foi 
rejeitado por não apresentar, a partir do organismo Candida albicans, genes ortólogos na 
cadeia evolutiva. Dessa forma o estudo centrou-se nos três genes mais representativos no 
organismo ancestral, para os quais existem genes ortólogos em todos os organismos 
referidos anteriormente. 
Da literatura, importa referir que os três genes estão relacionados com os respectivos genes 
ortólogos no ser humano: 
 SPBC146.01 (MAML no Homo sapiens) - mucoepidermoid carcinomas, 
benign Warthin tumors and clear cell, hidradenomas [174]. 
 SPCC553.10 (DSPP no Homo sapiens) – dentine disorders and others, 
Hypophosphatemia, que são doenças genéticas degenerativas [175-176]. 
 SPAC13F5.02C (TAF7 no Homo sapiens, uma proteína complexa que 
desempenha um papel central na regulação de outros genes, dando resposta 
a vários activadores e repressores [177]. 
Uma análise mais detalhada permitiu verificar que a repetição de 33 resíduos de glutamina 
(GLN/Q), que surge no gene SPBC146.01 do organismo Schizosaccharomyces pombe, não 
está presente nos organismos Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Sacharomyces 
cerevisiae e Arabidopsis thaliana. No entanto, no organismo Drosophila melanogaster, 
Mus musculus, e em particular no Homo sapiens, esta repetição é conservada (Tabela 6.9). 
Surge no Homo sapiens em número de 34 numa primeira sequência, seguida de 27 
repetições do mesmo aminoácido numa localização quase imediata (Figura 6.8). 
De acordo com [178] o codão CAG está associado com várias doenças neurodegenerativas 
no ser humano. No entanto, os codões que codificam a glutamina em Schizosaccharomyces 
pombe são principalmente CAA, ao passo que, no gene ortólogo do Homo sapiens 
(MAML), este aminoácido é traduzido essencialmente por CAG estando presente em 
grande número na região de tradução, interrompida por alguns codões de outros 
aminoácidos. 
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Figura 6.8: comparação entre os codões e aminoácidos de dois genes ortólogos pertencentes a 
Schizosaccharomyces pombe (spo)  e ao Homo Sapiens (hsa) 
Podemos, portanto, discutir o impacto que o aumento do aminoácido glutamina, teve sobre 
a evolução desse gene. Por outro lado, podemos destacar as mudanças que ocorreram ao 
longo dessa evolução, uma vez que houve uma mudança nos codões sinónimos (CAA para 
CAG). Essa alteração pode, de alguma forma, ter influência na saúde pública, uma vez que 
as repetições do codão CAG neste gene estão associadas a doenças extremamente graves 
no ser humano. 
Tabela 6.9: Melhores resultados obtidos para cada organismo nos respectivos genes ortólogos do 
gene original SPBC146.01 a partir do algoritmo ADAS. 
GeneID SPBC146.01 spo 
Base String QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ 
    
D
is
tâ
nc
ia
 a
os
 
or
tó
lo
go
s 
8 QQQQQQQQQSQQQQQQQQSQQNQAMLQQQRVQQ afm 
13 NQQQLSQIPNQQQQQQQQQQQQVPQSQPHASQQ cal 
6 QQMQHLQQLKMQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ sce 
12 QQFQQRQMQQQQLQARQQQQQQQLQARQQAAQLQQ ath 
0 QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ dme 
0 QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ mmu 
0 QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ hsa 
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Através da aplicação desenvolvida para o efeito de validação do modelo e do algoritmo, 
realizou-se clustering, tendo por base as distâncias entre as sequências encontradas (Figura 
6.9). Essa ferramenta permitiu a análise do grau de proximidade entre os organismos em 
estudo, relativamente a estas sequências, podendo tirar-se conclusões também 
relativamente à evolução dos genes entre pares de organismos. 
 
 
Figura 6.9: Matrizes de distâncias entre as sequências detectadas e respectivos clusters 
6.3.2 Exploração de genes ortólogos a genes humanos responsáveis por 
doenças 
Na segunda fase, o estudo iniciou-se com o isolamento dos genes implicados em doenças 
no ser humano, contendo repetições de codões/aminoácidos. 
Constituíram-se dois grupos de genes: o grupo de teste, em que existem à partida estudos 
que relacionam as repetições com doenças; o grupo de controlo, genes que possuem 
repetições mas que, da literatura, não se comprova que haja relação directa entre essas 
repetições e as doenças. 
A Figura 6.10 e a Figura 6.11 apresentam dois exemplos de pós-processamento dos dados 
utilizando os resultados anteriores. A Figura 6.10 refere-se a genes com repetições que são 
responsáveis por doenças e apresenta a comparação entre o comprimento da repetição de 
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três genes humanos e os respectivos genes ortólogos para o aminoácido GLN (Glutamina). 
A Figura 6.11 refere-se a genes pertencentes ao grupo de controlo referido anteriormente 
no Workflow do estudo e mostra a relação entre o comprimento da repetição de três genes 
humanos e os respectivos genes ortólogos para o aminoácido SER (Serina). 
 
Figura 6.10: O gráfico representa o número de repetições presentes nos genes humanos e nos 
respectivos ortólogos, associadas a doenças humanas 
Ao comparar os resultados apresentados na Figura 6.10, notamos que a sequência de GLN 
do gene humano hsa:367 (23 repetições), que é responsável pelo surgimento do cancro da 
próstata [179] bem como pela Spinobulbar muscular atrophy (SBMA) [31, 180], é também 
detectada em organismos muito distantes na cadeia evolutiva, ou seja, em fungos. No 
entanto, em espécies intermédias a sequência não está presente, vindo a encontrar-se 
novamente apenas em organismos superiores (mamíferos). O mesmo acontece com o gene 
humano hsa:3064, responsável pela Doença de Huntington [152]. A sequência de GLN 
presente no gene humano hsa:1822, responsável pela Dentatorubral-pallidoluysian 
atrophy (DRPLA), uma doença neuro-degenerativa grave [9], está presente apenas no 
organismo Drosophila melanogaster, bem como na maioria dos organismos superiores. 
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Figura 6.11: Gráfico que representa o número de repetições presentes nos genes e nos 
respectivos ortólogos, não associadas a doenças humanas 
Quanto à análise efectuada ao grupo de controlo, exemplificado na Figura 6.11, podemos 
observar que o gene humano KCNMA1, responsável por doenças humanas degenerativas, 
tais como Epilepsy and Paroxysmal Dyskinesis [181], apresenta um grande número de 
repetições de resíduos de SER em Schizosaccharomyces pombe e Kluyveromyces lactis, 
dois fungos, não apresentando repetições significativas de espécies intermediárias. O 
padrão de repetição aparece novamente em organismos superiores. Curiosamente, as 
repetições não estão presentes no organismo Pan troglodytes, que é filogeneticamente, o 
mais próximo do Homo sapiens. 
Além disso, as repetições do gene humano SRRM2, que está relacionado com a doença de 
Parkinson [182], estão presentes no Homo sapiens, Mus musculus, Monodelphis domestica 
e Ornithorhynchus anatinus, mas não aparecem no Pan troglodytes.  
A partir dos resultados, podemos observar que os genes na Figura 6.10 apresentam um 
comportamento similar no Pan troglodytes e Homo sapiens, mas que o mesmo não 
acontece nos genes do grupo controle, com excepção do gene MLLT3 (Figura 6.11). 
Não deixa de ser interessante notar que, para os genes do grupo de teste o maior número de 
repetições ocorre com resíduos de GLN, enquanto no grupo de controlo, o maior número 
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de repetições ocorre com resíduos de SER, sugerindo um efeito mais prejudicial que ocorre 
a partir de repetições de GLN do que de SER. 
Com estes resultados, não podemos tirar conclusões de que as repetições responsáveis por 
doenças em seres humanos tiveram uma evolução diferente das repetições que não são 
responsáveis por doenças. No entanto, não podemos também garantir que a doença 
associada a um gene particular no conjunto de controlo não é causada por repetições de 
codões, uma vez que a actualização e evolução constante do estado da arte ao nível da 
genética, poderá num futuro próximo provar a relação entre essas repetições e as doenças 
associadas aos respectivos genes. De qualquer forma, o objectivo deste estudo não foi 
explorar o significado biológico da amostra, mas apenas mostrar o potencial de aplicação 
em relação à integração de informações para estudar repetições codões/aminoácidos em 
genes ortólogos. 
6.4 Resumo 
Neste capítulo foram apresentados alguns resultados obtidos a partida da execução das 
soluções propostas. Na primeira parte a aplicação GeneSplit revelou-se extremamente 
importante pois até à data não havia nenhum estudo efectuado em larga escala dedicado à 
análise de tripletos de codões e de aminoácidos. No entanto, as suas potencialidades não se 
ficam por estes padrões, uma vez que, internamente, é efectuado todo o processamento 
estatístico que culmina com a gravação dos dados num formato compatível com folhas de 
cálculo, podendo também ser gravados em base de dados. Uma vez importados os dados, 
quer estes provenham do aplicação GSCore ou da aplicação GSWeb, o utilizador poderá 
manipular-los, efectuando processamento estatístico, análise de resíduos, gráficos de 
tendências, entre outras potencialidades. 
Na segunda parte, analisou-se a contribuição de integrar serviços numa plataforma 
desenhada e construída especificamente para a análise de repetições e de ortólogos em 
duas fases. Os casos de estudo apresentados foram publicados em conferências e revistas 
da especialidade, mostrando assim a relevância do assunto. 
Conseguiu-se mostrar que a integração de dados e serviços disponíveis na Web, numa 
ferramenta executável que efectua processamento directo sobre os dados que estão a ser 
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obtidos da Internet é viável. Mostrou-se com a metodologia implementada nesta aplicação, 
que é possível realizar tarefas de pesquisa de genes ortólogos em larga escala de uma 
forma automatizada, baseada em listas previamente definidas pelo utilizador, 
rentabilizando equipamentos e economizando tempo. 
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Capítulo 7 
7 Conclusões e trabalho futuro 
A descodificação dos genomas produz diariamente quantidades imensuráveis de dados. 
Analisar estes dados e poder tirar conclusões começa a ser uma tarefa cada vez mais difícil 
face ao enorme volume de informação que é necessário processar. Esta procura 
permanente de novas descobertas biomédicas impõe também desafios constantes do ponto 
de vista dos sistemas computacionais e dos sistemas de informação. 
No trabalho aqui documentado tentou-se, e espera-se ter conseguido, acrescentar valor à já 
difícil tarefa de descobrir ou de criar algo de novo. Neste caso específico, as soluções 
propostas e as ferramentas informáticas desenvolvidas são particularmente úteis para a 
análise de dados biológicos. Espero, portanto, que o reflexo do trabalho desenvolvido e 
espelhado parcialmente neste documento e em parte nos artigos que foram publicados, 
possa de alguma forma contribuir para a evolução do conhecimento nesta área. 
O software desenvolvido apresenta características inovadoras, algoritmos novos, baseados 
em tecnologias que tem vindo a ser continuamente melhoradas, com recurso a interfaces 
amigáveis, não exigindo do utilizador conhecimentos ao nível de programação ou qualquer 
outra linguagem proprietária. 
Exemplo disso mesmo é o módulo do GeneSplit/GSWeb, em que a construção das 
consultas avançadas que são traduzidas internamente em SQL não exigindo, da parte do 
utilizador, a escrita de qualquer instrução. Este é um exemplo claro em que uma ferramenta 
funcional e de simples interacção pode esconder por detrás bastante código de 
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programação, com algum grau de complexidade, mas que é totalmente transparente para o 
utilizador. 
No módulo de exploração de ortólogos, a integração de dados mediante o acesso a serviços 
externos, é fundamental numa área particularmente sensível, como é a análise de repetições 
de codões e de aminoácidos no genoma humano. A exploração das funcionalidades noutros 
contextos, poderão contribuir para a compreensão de algumas doenças no ser humano, 
tanto mais que as repetições detectadas nos genes humanos, estão em vários casos, 
comprovadamente relacionadas com doenças graves, algumas fatais, como certos tipos de 
Cancro. 
7.1 Contribuições 
Os estudos realizados, que tiveram como suporte as soluções computacionais apresentadas 
nesta dissertação, deram origem a seis artigos [142-144, 165-166, 183], dois posters [184-
185] e a outro artigo aceite, a aguardar a publicação no IJDMB (International Journal of 
Data Mining and Bioinformatics). 
Até à data não existia nenhum estudo de tripletos de codões e de aminoácidos realizado 
sobre um conjunto tão alargado de genomas como o que aqui foi apresentado. As 3 
publicações e dois posters nessa área [142-144, 184-185], comprovam a relevância do 
tema, a mais-valia para o estudo dos fungos ao nível dos contextos de tripletos de codões e 
de aminoácidos. 
Não era de todo conhecido o comportamento do organismo Candida albicans no que diz 
respeito à sua evolução quando comparado com os outros fungos. Mostrou-se que o seu 
código genético difere em muitos aspectos dos outros fungos, nomeadamente pelo facto de 
possuir uma percentagem bastante maior de repetições de determinados codões e de 
aminoácidos do que os outros organismos em estudo. 
Outro facto relevante está relacionado com facto de se ter detectado que existe um tripleto 
de aminoácidos – TrpMetTrp, que não ocorre nenhuma vez no orfeoma do organismo 
Candida albicans. Facto único no universo dos 11 organismos em estudo, que levanta 
questões ao nível da sintetização de determinadas proteínas que envolvam esse tripleto. 
Sendo este um organismo responsável por diversas patologias, o facto de não conseguir 
 149 
 
 
sintetizar determinadas proteínas, pode vir a ser utilizado no futuro para combater os 
efeitos patogénicos desse fungo no ser humano. 
Quanto à análise de repetições de codões, o protocolo de análise dividiu-se em duas fases 
distintas que se complementaram. Em cada uma das fases foram implementados algoritmos 
e desenvolvidas aplicações que procuraram resolver os problemas que foram equacionados 
à partida, nomeadamente a detecção da região dentro de genes ortólogos que melhor se 
ajustavam à repetição inicial. Particularmente, nesse campo foi desenvolvido o algoritmo 
original ADAS, publicado em [165], especificamente criado para iterativamente pesquisar 
e devolver as regiões dentro de um determinado gene que melhor se adequam à repetição 
detectada no gene inicial. Dessa forma ultrapassaram-se as limitações impostas pelo 
BLAST de não detectar similaridade entre um determinado gene e a sequência de repetição 
inicial. 
Partindo dessa fase, desenvolveram-se os algoritmos e aplicações necessárias para dar 
seguimento para a segunda fase. Nesta, a criação da interface de conexão com bases de 
dados do KEGG via Web services, juntamente com a integração de objectos do Office Web 
Components permitiu a implementação de um conjunto de funcionalidades inovadoras. 
Partindo de apenas duas listas inseridas numa folha de cálculo embebida na aplicação, uma 
contendo os genes (Gene ID) e outra contendo a lista dos organismos a pesquisar, a 
aplicação pesquisa os dados dos genes ortólogos em toda a base de dados do KEGG. Dessa 
forma, a aplicação cria várias listas de referência dos genes ortólogos em folhas de dados, 
bem como os ficheiros contendo em separado os respectivos genes em DNA e as proteínas 
no formato FASTA. Este processo automatizado, representou para o caso de estudo 
apresentado, uma economia de vários dias para pesquisa da informação, caso esta tivesse 
de ser efectuada manualmente. 
Paralelamente a essas funcionalidades, o sistema desenvolvido permite que para os genes 
presentes na lista, utilizando a lista dos organismos, sejam processadas todas as repetições 
de aminoácidos existentes (permitindo a inclusão de erros), podendo este processamento 
ser efectuado sob a Internet (on-line) ou sob os ficheiros previamente criados. A aplicação 
apresenta também a possibilidade de gravação das folhas de cálculo em formato XLS. 
Dessa forma, poderá ser facilmente efectuado pós-processamento sobre os dados obtidos, 
facilitando consideravelmente o processo de análise de genes ortólogos. 
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Ao nível da integração de sistemas para recuperação e análise de dados, entendo ter 
contribuído para a evolução do conhecimento ao nível de alguns factos biológicos bem 
como ao nível da implementação de algoritmos novos e inovadores. Estes algoritmos 
especialmente vocacionados para facilitar as tarefas dos biólogos, reflectem-se nos 
trabalhos desenvolvidos e apresentados em conferências internacionais [165-166, 183], 
incluindo uma publicação numa revista nacional [166]. De referir também, que ainda neste 
campo, foi aceite para publicação no International Journal of Data Mining and 
Bioinformatics outro artigo, estando a aguardar a sua publicação. 
7.2 Trabalho futuro 
A análise de determinados genes, do ponto de vista das repetições, poderá contribuir para 
orientar o medicamento ao paciente e não para a doença, princípio que já está a ser 
discutido actualmente. O Canadian Institutes of Health Research apresentou em [186] o 
seu plano para avançar com a pesquisa orientada para o paciente. Esse plano foca-se em 
diversos aspectos da saúde pública, nomeadamente: 
 A maior ou menor predisposição de um indivíduo em correr risco de doença 
(incluindo a compreensão dos factores genéticos, descoberta de novos 
marcadores biológicos, etc.). 
 Acelerar e melhorar os mecanismos de rastreio e diagnóstico. 
 Prognóstico do paciente quando sujeito a determinadas condições. 
 Procurar as melhores estratégias de forma a orientar a terapia para o 
paciente. 
Neste campo, a integração de sistemas de informação suportados em bases de dados 
públicas poderão constituir um grande desafio, nomeadamente na constituição de bases de 
dados de DNA, usadas para múltiplos fins (medicinais, criminológicos, biotecnológicos, 
entre outros), sendo obviamente necessário software à medida para efectuar as tarefas de 
análise especializada. 
As repetições de CAG no gene humano HTT que são responsáveis pela doença de 
Huntington [152, 187-188] quando essas repetições ultrapassam o valor 35 (normal entre 
10 e 34) poderão vir a ser detectadas pela análise do património genético do indivíduo. 
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Dessa forma, poderá determinar-se se os valores obtidos lhe conferem ou não uma maior 
susceptibilidade para doença, bem como para os seus descendentes [9], pelo que mais uma 
vez os sistemas de informação continuarão a constituir o pilar necessário para suportar essa 
análise. 
Outro campo de aplicação que poderá ser explorado neste contexto, refere-se à mineração 
de dados. Actualmente várias ferramentas fazem mineração de dados genómicos, 
nomeadamente na detecção de padrões de segmentos de DNA que desempenham uma 
determinada função. Refiro-me mais especificamente a Motifs, que não sendo uma área 
totalmente nova, possui ainda um potencial bastante grande a nível computacional [189]. A 
inferência de regras de associação entre Motifs, a criação de ferramentas de Clustering, 
entre outras metodologias poderão contribuir num futuro para detectar atempadamente a 
premonição para determinados problemas de saúde, quer ao nível do indivíduo, quer de 
saúde pública. Para esse efeito terão necessariamente de ser produzidos equipamentos 
bastante poderosos, não apenas de sequenciação dos genomas humanos, mas também para 
análise dos dados em tempo útil, o que actualmente, só é possível num grupo muito restrito 
de comunidades de investigação internacionais. Esse acesso restrito à tecnologia a par de 
várias barreiras legislativas, levam a que nem sempre se consiga ter acesso a dados reais 
para efectuar testes dos algoritmos implementados, usando em muitos casos, dados 
públicos, já trabalhados por terceiros, que condicionam o valor dos resultados obtidos. 
Estes são alguns dos exemplos sobre os quais as aplicações desenvolvidas poderão ser 
utilizadas, quer recorrendo às implementações actuais, quer pela inclusão de módulos 
específicos para esse fim. 
Por último, de referir que os algoritmos desenvolvidos, principalmente para detecção de 
sequências exactas e aproximadas, poderão vir a ser alvo de refinamentos e optimização, 
nomeadamente pela inclusão de métodos baseados em arrays de sufixos. 
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